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Uber pankreatische Lyo- und Desmo-lipasen. 


[V. Abhandlung: Zur Kenntnis zellgebundener Enzyme 
der Gewebe und Driisen in der von R. Willstatter und 
M. Rohdewald begonnenen Untersuchungsreihe}).) 







Von 
Eugen Bamann und Paul Laeverenz. 







(Aus der Pharmaz. Abteilung des Laboratoriums fiir organ. u. pharm. Chemie 
der Technischen Hochschule in Stuttgart.) 






(Der Schriftleitung zugegangen am 7. November 1933.) 





Theoretischer Teil. 


Die fritheren Untersuchungen von R. Willstitter und seinen 
Mitarbeitern iiber Lipasen?) behandelten vornehmlich die exakte 
und vergleichbare Bestimmung des lipatischen Wirkungsvermégens, 
die Darstellung von Lipaselésungen aus ihren Vorkommnissen, die 
Anreicherung und die Trennung von den begleitenden Enzymen. 
Schon zu Beginn dieser Arbeiten zeigten sich auffallende Merk- 
male dieser Enzyme, und die weitere Untersuchung hat ihre Sonder- 
stellung immer wieder beleuchtet. Ihre Charakterisierung ist noch 
nicht abgeschlossen. Seitdem R. Willstaitter und M. Rohdewald 
das Interesse erneut auf das Vorkommen und die Unterscheidung 
dslicher und protoplasmatisch verankerter Enzyme lenkten und 
auch die unléslichen Enzyme der Untersuchung zugiinglich machten, 
war es eine besonders anziehende Aufgabe, Unzulingliches erneut 
zu iiberpriifen und durch neue Beobachtungen die Beschreibung 
der Lipasen zu vervollstiindigen. Wir beginnen mit der Unter- 
suchung der pankreatischen Lipase. 

Dieses Enzym gilt als leicht und vollstindig léslich in Wasser 
und Glycerin. Fir die Darstellung wirksamer Ausziige soll es 
entscheidend sein, anstelle der frischen Driise die getrocknete 
mit Glycerin zu extrahieren. Auf diese Weise gelinge es leicht, 


1) [., IL. u. IIL. Abh., Diese Z. 208, 258 (1932); 218, 77 (1933); 221, 


202 (1933). : 
 [., I., IV., VI., VII., VIM. und IX. Abh. iiber Pankreasenzyme, 


Diese Z. 126, 93, 132 (1923); 129, 1 (1923); 133, 229, 247 (1924); 188, 216 
(1924); 140, 203 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIII. 1 
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70—80°/, der Lipase in Lésung zu bringen, wahrend der Rest BC 

viel schwerer in Lésung ginge. Solche Lésungen enthalten die le 

gesamte Menge der Driise an Amylase; Trypsin hingegen wiirde g) 

schwerer aufgelést als Lipase, in den Glycerinlésungen fand sich C 

nimlich nur etwa die halbe tryptische Wirkung wie in der ge- 

trockneten Pankreasdriise. Diese Werte seien aber, so bemerken f cl 

weiterhin Willstatter und Waldschmidt-Leitz, von der Be- 3 

schafienheit des Driisenpulvers abhiingig.’) I 

Wenn man auf Grund dieser Erfahrungen versucht, Lipase- — * 

lésungen darzustellen, so erkennt man sehr bald, daB dem Trocken- b 

priparat dabei nicht von vornherein eine besondere Uberlegenheit 3 

zukommt, sondern daB Faktoren anderer Art ausschlaggebend — 

sind. In der frischen und in der getrockneten Driise ist nur ein a 

| Teil der Lipase in léslichem oder leicht auflésbarem Zustand ent- d 

halten, der andere ist protoplasmatisch fester gebunden. An Lyo- [| le 

enzym kénnen wir der Frisch- und Trockendriise bei sorgfaltigem " 

AusschluB autolytischer Vorginge mittels 100°/,igem Glycerin k 

‘nur 0,1 bis 3°/, Lipase entziehen. Nach dreimaliger Behandlung " 

ist die Extraktion erschépfend. Man kann aber die Anteile an — J 

Lyo- und protoplasmatisch verankerten Desmo-lipasen zugunsten t 

der ersteren verschieben, wenn man die frische Driise einige Tage ! 

t dem ungeregelten Abbau durch ihre Enzyme iiberliBt und dann 0 

erst extrahiert. Trockenpriparate aus solchen, der Autolyse unter- A 

: legenen Driisen, verhalten sich ahnlich wie ihr Ausgangsmaterial. V 

i, Trockenpriparate dieser Art haben Willstatter und Wald- 8 

schmidt-Leitz beniitzt und aus ihrem Verhalten auf ihren Vorzug 8 

gegeniiber Frischdriisen und auf die Léslichkeit der Lipase ge- d 

schlossen. Zwar waren die vom Schlachthof frisch bezogenen I 
Driisen nicht besonders der Autolyse unterworfen worden, allein 

‘ die Veriinderungen hatten bei der zeiterfordernden Aufarbeitung s 

: und Trocknung der groBen Chargen stattgefunden. € 

Ks ist von besonderer Wichtigkeit, die einzelnen Fraktionen . 

: in ihrem Verhalten zu charakterisieren und vor allem etwaige . 

Unterschiede auf den Enzymkomplex als solchen zuriick- ! 

zufihren. Die Unterscheidung darf nicht vorgetiuscht sein durch f 

Begleitstofie, deren Einflu8 auf das Wirkungsvermégen der Lipasen , 

als ganz bedeutend bekannt ist und die durch wechselndes Mit- 





inlésunggehen ein verschiedenes Verhalten der Enzymfraktionen — 
bedingen kénnen. Diese Méglichkeit beriicksichtigend und aus- 


*) IT. Abh. a. a. O. 2. 
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schlieBend, vermag man die besonderen Merkmale der verschiedenen 
léslichen und unldéslichen Lipasen mit Hilfe der Zusitze der ,,aus- 
gleichenden Aktivierung‘*), nimlich Albumin, Natriumoleat und 
Calciumchlorid, aufzuzeigen. Lyo-lipase, gewonnen durch ein- 
maliges Ausziehen eines nichtautolysierten Trockenpriparates, ist 
charakterisiert durch eine Erhéhung ihrer Wirksamkeit um 5000 bis 
9000°/, bei Zusatz der ,,Ausgleichungsaktivatoren“, Desmo-lipase 
in Form feinster Aufschlimmung erschépfend extrahierter Driisen- 
substanz zeigt hingegen unter diesen Umstiinden eine Aktivier- 
barkeit von nur einigen 100°/,. Es gibt auBer der von uns an- 
gewandten Charakterisierungsweise gewiB noch andere. Im Hinblick 
auf die ,,Unterscheidung der einzelnen Lipasen mittels ihrer Gift- 
empfindlichkeit* nach P. Rona kénnte vielleicht das Verhalten 
der bei diesem Verfahren angewendeten Substanzen gute Dienste 
leisten. Die Empfindlichkeit unseres Verfahrens geht soweit, dal 
wir nicht nur die Verschiedenheit der Lyo-Fraktionen feststellen 
kénnen, wenn Glycerin verschiedenen Wassergehaltes als Lésungs- 
mittel beniitzt wird, es zeigt vielmehr auch Differenzierungen 


jener Fraktionen an, die man beim aufeinanderfolgenden Ex- 


trahieren mit demselben Lésungsmittel erhalt: Bei einem ersten 
Auszug mit 100°/,igem Glycerin aus einem Trockenpriiparat be- 
obachtet man beispielsweise 5180°/,, bei dem dritten 780°), 
Aktivierung. Wie wir erwahnten, erhéhen autolytische Vorgiinge 
vor der Extraktion den Anteil an Lyo-lipasen. Lésungen, die 
solche kiinstlich vermehrte Lyo-enzyme enthalten, unterscheiden 
sich aber wiederum oft betrichtlich von solchen, die nur das in 
der Driise urspriinglich vorhandene lésliche Enzym enthalten. Das 
letztere tbertrifft an Aktivierbarkeit die ersteren um Bedeutendes. 

Nach diesen Ergebnissen darf man nicht auf das Vorhanden- 
sein von nur zwel oder einigen wenigen Lyo-lipasen schlieBen, 
es gibt viele Abstufungen. Durch unsere Unterscheidungsmethode 
erfassen wir die verschiedenen Enzymkomplexe weniger auf Grund 
ihres chemischen, als auf Grund ihres physikalisch-chemischen Ver- 
haltens. Die Unterscheidung der Amylasen der Leukocyten®) in 
bisher 8 Enzyme geschieht vornehmlich gemaiB chemischer Merk- 
male, namlich Glycerinléslichkeit, Glycerinhemmbarkeit und 
Phosphatunabhingigkeit. Beide Verfahren lassen zwar gleicher- 


4) I. Abh. a.a.O. 2. 

) R. Willstétter u. M. Rohdewald, Diese Z. 221, 13 (1933): die 
friiheren Untersuchungen: Naturw. 19, 745 (1931); Diese Z. 203, 189 (1931): 
vgl. auch: Diese Z. 221, 202 (1933). 
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Organs kann ein Enzym iiberwiegend in unléslichem Zustand ent- 
halten sein. Auer der Tatsache einer Abstufung der Bindung in 
der Driise erkennen wir aber im Falle der Pankreaslipase den 
verandernden EinfluB der organischen Lésungsmittel. In besonders 
hohem MaBe wird die Zellstruktur durch Aceton und Ather ver- 
aindert; dabei bilden sich lésbare Komplexe, die besonders beim 
Behandeln mit Glycerin-Wassermischungen in Lésung gehen. Es 
sind aber auch Anzeichen vorhanden, dab das Lisungsmittel selbst, 
vor allem Glycerin von geringem Wassergehalt, auf die empfind- 
lichen Lipasesysteme veraindernd einwirken kann. Die Verschieden- 
heit des Verhaltens der einzelnen Enzymfraktionen ist also im 
Falle der Pankreaslipase auf eine abgestufte Verankerung der 
Enzyme in der Driise, daneben aber auch auf eine nachtragliche, 
wechselnde Verinderung des kolloiden Tragers durch Lésungsmittel 
Aceton, Glycerin) zuriickzufiihren. 


Experimenteller Teil. 
I. Lyo- und Desmo-lipasen. 1. Zur Bestimmung der Lipasen. 


Die Lipasewirkung 1a8t sich auf Grund der Untersuchungen von R. Will- 
staitter und Fr. Memmen’*) und der idlteren von P. Rona und L. Micha- 
elis*) durch die stalagmometrische Messung der Tributyrinhydrolyse beob- 
achten. Das Reaktionsvolumen und die Menge der Zusatzstoffe im Falle der 
Messungen mit ,,ausgleichender Aktivierung* entsprachen den Angaben von 
Willstatter und Memmen. Der Berechnung der Butyraseeinheiten legen 
wir die Zeit-Umsatzkurve in jener Untersuchung zugrunde und bezeichnen 
die Enzymmenge in Versuchen mit ,,ausgleichender Aktivierung* durch B.E.*, 
die in Versuchen ohne Zusatz, durch B.E.—. Aus zufalligen Griinden haben 
wir die Messungen nicht bei 20°, sondern bei 25° ausgefiihrt; im Falle eines 
Vergleichs der Zahlenwerte jener Arbeit mit denen unserer Untersuchung 
wire darauf Riicksicht zu nehmen. Gelegentlich wurde auch die Einwirkung 
auf Buttersdiure-Methylester gemessen; sie erfolgte unter den Bedin- 
gungen der friiheren Untersuchungen.” Die Zusitze erfolgten in anderer 
Weise und Konzentration als in der Bestimmungsmethode von Willstatter 
und Memmen!"’) vorgesehen ist: Sie betrugen im 100 cem-Ansatz 80 mg 
Eijeralbumin, 50 mg Calciumchlorid und 50 mg Natriumoleat: Giycerin fehlte. 
Aus der Wirksamkeit bei niederen Spaltungsgraden, die in diesem Bereich 
annihernd proportional der Versuchsdauer ist, leiten wir nach dem Vorbild 
der Leberesterase-Mengenbestimmung Methylbutyrateinheiten: M..B.E.+ bzw. 
M.B.E.— ab, je nachdem die Stoffe der .ausgleichenden Aktivierung*™ zu- 
gegen sind. Wir verfolgen nicht den Zweck, neue, von dem urspriinglichen 


‘) IV. Abhandlung, a. a. O. 2. 
*) Biochem. Z. 31, 345 (191). 
1) Ber. chem. Ges. 62, 1541 (1929). 
1) VI. Abhandlung, a. a. O. 2. 
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Mengenvergieich abweichende Einheiten aufzustellen. die Einheiten unserer 
Zéblung sollen nur in unserer Untersuchung einen annihernden mengen- 
miBigen Vergleich erleichtern. 

Beobachtungen iiber den Einfiué der Zusatzstofie auf die 
Tributyrin- und Methylbutyrat-Hydrolyse sind von Willstatter 
und Memmen in der IV. und VL Abhandlung iiber Pankreasenzyme 
mitgeteilt. Bei diesen Erscheinungen der Hemmung und Akti- 
vierung wurde bereits eine Abhangigkeit von den Mengen diese: 
Stoffe festgestellt. Es bestehen weitere kompliziertere Abhingig- 
keiten, wechselnd von Darstellung zu Darstellung der Lisung. die 
nicht allein auf die mit in Liésung gehenden Begleitsubstanzen 
zuriickgefiihrt werden kénnen. Wir finden beispielsweise bei An- 
wendung eines ammoniakalischen Auszuges aus Trockendriise. 
2 Tage dialysiert, die optimale Wirkung dieser Stoffe nicht nur 
in ganz anderen Konzentrationsbereichen, sie zeigen sogar un- 
abhangig von der Konzentration an Stelle einer Aktivierung eine 
Hemmung. So zeigt Natriumoleat bei der Methylbutyratspaltung 
an Stelle emer etwa 80°/,igen Aktivierung (1,25—5,00 mg) in 
unseren Versuchen bei niedereren Konzentrationen (bis 0.04 mg 
keinen EintiuB, Mengen von 0,4 mg—10 mg hemmen 14—33°/,. 
Die Aktivierung durch Calciumoleat erfabrt durch Zusatz steigender 
Mengen Albumin in den friiheren Versuchen eine betrachtliche 
Erhéhung, wir erzielen dagegen eine Verminderung. Vermerker 
wollen wir auch Beobachtungen iiber den EinfiuB von Glycerin. 
Er ist bereits bei niedererem als dem friiher angegebenen Gehalt 
des Reaktionsmilieus vorhanden und erhéht die Wirksamkeit der 
Lipase in verschiedenem, von der Art des Enzymmaterials ab- 
hangendem Grade. Anwesenheit von 8°), Glycerin in der Reaktions- 
lésung erhdht beispielsweise die Wirksamkeit einer waBrigen Hack- 
breiaufschlammung bzw. eines Glycerinauszugs mit 86°/,igem 
Glycerin aus Trockenpraparat bzw. eines waiBrigen Auszuges um 
91 bzw. 52 bzw. 24°/.. 

2. Untersuchung der Pankreasdriise auf Liésbarkeit 
der Lipase. Zur Untersuchung und Verarbeitung gelangten nur solche 
Driisen, die den Tieren sofort nach der Schlachtung entnommen waren. Etwa 
10—15 an Zahi wurden jeweils unter Eiskiihlung von Fett befreit, zerkleinert. 
durch die Hackmaschine getrieben und dann in Form des Hackbreies unter- 
sucht oder unter Kithlung in ein Aceton-Trockenpriparat iibergefihrt, wo- 
bei die Verarbeitung der Frischdriise etwa 1 Stunde und die Einwirkung des 
organischen Loisungsmittels die gleiche Zeit in Anspruch nahmen. 

Werden solche unter Ausschlub jeglicher Autolyse dargestellte 
Trockenpriparate mit Glycerin steigenden Wassergehaltes aus- 
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gezogen, so beobachtet man, wie die 3 Beispiele der Trocken- 
praparate A, B, C in Tabelle 1 zeigen, eine Zunahme der Ausbente: 
sie ist maximal bei etwa 50°/, Glyceringehalt. Das Ausbeute- 
verhaltnis solcher Ausziige verschiedenen Glyceringehaltes ist je 
nach der Dauer und Temperatur der Extraktion verschieden. Diese 
Tatsache erlaubt bereits den RiickschluB, daB die Acetontrocknung 
sehr tiefgehende Veranderungen des urspriinglichen Bindungs- 


Tabelle 1. 
Extraktion von Trockenpraparaten (10 g) mit Glycerin 
wechselnden Wassergehaltes. 




















In Lésung gegangenes Enzym 
5 Extraktions- atest Se Ae 
Trockenpriiparat poe Oe Aus- Aus- 
mittel auer *<™P-1 B.E.— beute B.E.+  beute 
(Tage) in ‘ in °%, in */, 
A. (7.3. 38) . . . . .| Glycerin 6 12 770 12000 
100 °/, ig 
eS Soe . .| Glycerin 6 12 2560 $3000 
85 °/,ig 
(W.3. 38) . . . . . .] Glycerin] 6 12 415300 183 000 
71°),ig 
(7.3. 38) ..... .) Gipeam 6 i2 2360 56 700 
25 °/,ig 
(7.3. 338) . . . . . .| Wasser 6 12 920 17300 
B. (3.5. 33) 189000 B.E.— | Glycerin 1 17 970 0,5 14400, 2 
495000 B.E.~* | 100 °/,ig 
(3.5.38) ..... .)@iyeesim 1 17 4330 962.3 85800 17. 
71 ig 
3. 5. 38). . 2. . . | Glycerin ] 17 2930 =1,5 64000 13.0 
25 °/,ig 
C. (19. 7. 33) 200000 B.E.— | Glycerin 2 25 220 0.1 20800 2.1 
1000000 B.E.* | 100 °/,ig 
(19.7. 33)... . . .| Glycerin 2 25 3600 18 110000 | 11.0 
50 °/,ig 


zustandes in der Driisensubstanz bewirkt. Zugleich scheinen in 
dieser durch Aceton aufgelockerten Driisensubstanz autolytische 
Prozesse bereits bei Anwesenheit von nur 50°/, Wasser den Anteil 
léslicher Lipasen merklich zu erhéhen. Bemerkenswert ist die 
niedere Ausbeute an Lipase bei Einwirkung von 100°/,igem 
Glycerin, bei der jede enzymatische Freilegung der Lipase unter- 
bunden ist. Diese Liésungen enthalten nur etwa 0,1—0,5°/, der 
Lipase, gemessen in Ansatzen ohne .ausgleichende Aktivierung“: 
bei den entsprechenden Messungen unter .ausgleichender Akti- 
vierung“ berechnen wir 2—3°),. Dient frischer Hackbrei als 
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Ausgangsmaterial fiir die Darstellung von Liésungen, so findet man 
ebenfalls nur geringe Anteile in lisbarem Zustand vor. Das 
Lésungsmittel enthielt unter Beriicksichtigung des Wassergehaltes 
der Driise 71 bzw. 50 bzw. 25°/, Glycerin. Die glycerinreichsten 
Ausziige weisen in den Versuchen der Tab. 2 und in anderen 
nicht angefiihrten etwa 0,2 bzw. 1,5°/, der Gesamtlipase auf, je 
nachdem man die Messungen ohne bzw. mit ,,ausgleichender 
Aktivierung* zugrunde legt. Man beobachtet im Falle des Hack- 
breis keine so ausgepragten Ausbeuteunterschiede bei kurz dauernden 
Ausziigen mit verschiedenen Glycerinwassermischungen. Die Frei- 
legung des noch in urspriinglicher Verankerung vorliegenden Enzyms 
auf autolytischem Wege geht also hier langsamer vor sich. 


Tabelle 2. 


Extraktion von frischem Hackbrei (entspr. 10 g Trockengewicht) 
mit Glycerinwassergemischen. 
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Der Anteil an léslicher Lipase kann erhéht werden, wenn 
fir die Extraktion autolysierter Brei oder daraus dargestellte 
Trockenpriparate dienen. Der Einflu8 der Dauer der Autolyse 
und der dabei eingehaltenen Temperatur ist aus den Versuchen 
der Tab. 3 zu erkennen. Unter den Bedingungen des Versuchs 5, 
2 Tage Autolyse bei 25° sind aus dem Trockenpriparat mittels 
50°/,igen Glycerins etwa 50°/, des Enzyms extrahierbar. Noch 
deutlicher als bei dem nichtautolysierten Ausgangsmaterial tritt 
hier die Tatsache in Erscheinung, daB die Abstufung des Glycerin- 
gehaltes im Extraktionsmittel beim Hackbrei von geringer (Ver- 
such 8 und 9), beim Trockenpriiparat dagegen von ausschlaggebender 
Bedeutung ist (Versuch 4 und 5). 


In Liésung gegangenes Enzyn 
, Extraktions- |} ——__—_ —f 
Nr Hackbrei Losungs- D T | Aus- Aus- 
mitte] j*’auer *emPp-| BE.— | beute| B.E.t  beute 
(Tage) in ° in °/, in ‘ 
1] B. 38 Glycerin 17 280 2040 
71 °/,ig 
2 3. 5. 33) . . . 2 . «| Glycerin 17 130 3080 
25 °/,ig 
D. (18. 7. 33) 413000B.E.— |] Glycerin} 1 25 850 | 0,2 | 18600 | 2, 
815000B.E.* | 71 °/,ig 
(18.7. 33) . . . . . . | Glycerin 25 875 | 0,2 | 10100 | 1,2 
50 °/, ig 


Nr. 
























Uber pankreatische Lyo- und Desmo-lipasen. 


Tabelle 3. 


Extrahierbarkeit der Lipase aus Trockenpriparaten und Hackbrei 
nach vorausgegangener Autolyse. 


(Die Einheiten sind bezogen auf 10g Trockengewicht. Priiparat B bei 17°, 
Priiparat D bei 25° extrahiert.) 








Nr. 


Dauer 





In Lésung gegangenes Enzyin 
a i J) rn es eee 
Ausgangsmaterial mess" | Extrak- Aus- Aus 
mittel | tion | B.E.~ | beute! B.E.t | beute 
(Tage) | in °/, in 
Trockenprip. B aus 1 Tg. | Glycerin 1 613 0,3 | 23700 4.8 
bei 17° autol. Hackbrei 100 °/, ig 
desgl. Glycerin 1 5200 2,8 | 72300 | 14,6 
71 "lo ig 
desgl. Glycerin 1 9650 5.1 | 74800 | 15.1 
25 */oig 
Trockenprip. D aus 2 Tg. | Glycerin 2 594 3.0 9170 0.9 
bei 25° autol. Hackbrei 100 °/,ig 
desgl. Glycerin 2 106000 53 (460000 | 46 
50 °/,ig 
Hackbrei B, 1 Tg. bei 17° | Glycerin I 237 1460 
autol. 71 °/,ig 
desgl. Glycerin 386 1230 
25 °/,ig 
Hackbrei D, 2 Tg. bei 25° | Glycerin 1 8460 2,0 | 32300 
autol. 71 °/,ig 
desgl. Glycerin 1 7160 1,7 | 22700 2,8 
50 °/,ig 


1 
i. 
> 


i. 














Die jeweils lésbaren Anteile der Lipase lassen sich bei einer 
Extraktionsdauer von 1—2 Tagen und einem Verhiltnis des Lésungs- 
mittels zum Trockengewicht des Priparates von 1:10 durch 
Imalige Extraktion aus Trockenpriparaten zum gréften Teil, aus 
Hackbrei zu 60—70°/, in Lisung iiberfiihren. Die in den voran- 
stehenden Tabellen aufgefiihrten Werte geben die unter den be- 
treffenden Bedingungen extrahierbaren Mengen annihernd richtig 
an. Wir stellten z. B. Ausziige mit 50°/,igem Glycerin aus einem 
Trockenpriparat (gewonnen aus einem 1 Tag autolysierten Brei) 
dar. Die Abstufungen in der Wirksamkeit der aufeinanderfolgenden 
Ausziige sind: 


> m+ 


Auszug (1Tg. bei 20°) 4000 B.E.~= 21°, Ausbeute, 21400 B.E.~ = 4,3°, Ausbeut: 


: (1 » ,» 209 188B.E.- 2220 B.E.* 
= re 7 B.E.- 24 B.E.* 


+2. + 3. Auszug 4190 B.F.- = 2.2°), Ausbeute. 23644 B.E.t= 4.8°/, Ausbeut: 
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Frischer Hackbrei, ebenfalls mit 50°/,igem Glycerin extrahiert. 


gibt an den 2. Auszug noch beachtliche "Mengen Enzym ab: 


. Auszug (1 Tg. bei 25°) 875 B.E.-= 0,2°', Ausbeute, 10100 B.E.*= 1,2°', Ausbeute 


- (2, ,, 25° 625 B.E- 4160 B.E.~ 
» Cy »o OO Be 140 B.E. 











= 


$2.43. Auszug 1555 B.E.-= 0,38°,, Ausbeute, 14400 B.E.~= 1,17"), Ausb. 


Das Enzym geht im Falle des Hackbreis langsamer in Lésung: 
daneben ist der Enzymgehalt des zweiten und der weiteren Aus- 
zaige aber auch auf proteolytische Freilegung zuriickzufihren. 

Man kénnte nun vermuten, daB in diese Ausziige noch meh: 
lislich gemachtes Desmoenzym iiberginge, wenn eine Entfernung 
von Freilegungsenzymen mit dem ersten Auszug nicht in Betracht 
gezogen werden miiBte. Es ist wichtig zu wissen, ob die Einwirkung 
von Glycerin -Wassergemischen — auch bei Anwesenheit der Frei- 
legungsenzyme — zu einem Lésungs- und Freilegungsstillstand 
gelangt oder standig, wenn auch langsam. fortschreitet, wie es 
beispielsweise fiir das Pepsin der Magenschleimhaut bekannt ist.*) 
Aus einem orientierenden Versuch erkennen wir, daB die Verankerung 
des Desmoenzyms, das nach der jeweils erschépfenden (3maligen) 
Extraktion mit 100°/,igem Glycerin und anschlieBend mit 50°), igem 
(Gzlycerin zuriickbleibt — schatzungsweise itiber 90°/, —, eine 
besonders stabile ist. Denn weder durch Hinzufiigen eines in 
einem anderen Experiment gewonnenen und voraussichtlich Frei- 
legungsenzym enthaltenden ersten Auszugs, noch durch langere 
Kinwirkung einer Papainlésung (nicht aktiviert) in 50°/,igem 
Glycerin 14Bt es sich in Lyoenzym iiberfiihren. Es wird noch 
eingehender zu prifen sein, auf welchen Wegen eine rationelle 
Uberti ihrung von Desmo- in Lyo-lipasen miglich ist. 

3. C harakterisierung der Fraktionen. Fir die Kenn- 
zeichnung der léslichen Enzymanteile ist es eine wichtige Voraus- 
setzung, da8 sich das Enzym in klarer, blanker Lisung befindet. 
Meistens geniigt eine Filtration durch Fi It rierpapier nicht: dagegen 
haben wir immer brauchbare Lisungen erhalten. wenn wir durch 
eine diinne Schicht gegliihter Kieselgur auf einer Nutsche von 
10—15 cm Durchmesser bei maiBigem Evakuieren filtrierten. Die 
ersten Anteile des Filtrates sind zu verwerfen, da aus ihnen etwas 
Enzym adsorbiert und der Glyceringehalt durch das von der Gur 
zuriickgehaltene Wasser verindert wird. Die Methode. Lisungen 


1%) R. Willstatter u. M. Rohdewald. Diese Z. 908. 260. 264. 2Toa 
1932). 
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von hohem Glyceringehalt durch Verdiinnen mit Wasser leichter 
filtrierbar zu machen, wie sie in den Arbeiten iiber Desmopepsin. 
-kathepsin und -trypsin Anwendung fand*}*), ist fiir die Unter- 
suchung der Lipase durchaus ungeeignet. Es schien dieses Ver- 
fahren zwar nach den Erfahrungen von Willstatter und Wald- 
schmidt-Leitz*): ,Die fettfreien Glycerinlésungen aus den mit 
Aceton getrockneten Driisen lassen beim Verdiinnen mit Wasser 
die Lipase nicht ausfallen“ erlaubt. Diese Beobachtungen haben 
aber nicht eine allgemeine Giltigkeit, sie sind keineswegs charakte- 
ristisch fiir Lésungen aus Trockenpraparaten, sondern nur fiir 
gewisse Veriinderungen, die bei der Gewinnung der Priaparate oder 
Lésungen vor sich gegangen sind. Diese Verainderungen kénnen 
sich auf die Begleitstoffe der léslichen Enzyme erstrecken: die 
Abbauprodukte aus gealterten oder autolysierten Praparaten ver- 
mégen bei ihrer Ausfallung das Enzym nicht mehr in der Weise 
niederzuschlagen, wie die intakteren Stofie aus frischen Praparaten. 
Dabei scheinen weniger die in Lésung gegangenen Substanzen, 
als vielmehr die nach dem Zentrifugieren in feinster Suspension 
verbleibenden ausschlaggebend zu sein (vgl. Beispiel 1 mit Bei- 
spiel 4 der Tab. 4). Oder die Veranderungen betrefien die Lyo- 
enzymkomplexe selbst: Die abgebauten kleineren Lyo-komplexe 
aus autolysierten Praparaten werden sich beim Verdiinnen anders 
verhalten als die wenig veriinderten gréSeren aus frischen Pripa- 
raten. Wir stellen nachfolgend einige Beispiele zusammen, aus 
denen diese Folgerungen gezogen werden miissen (vgl. Tab. 4). 

Um Veriinderungen in der Zusammensetzung der einzelnen 
Lisungen verschiedenen Glyceringehaltes zu vermeiden. filtrieren 
wir die stark zentrifugierten Liésungen unverdiinnt. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt. die verschiedenen Frak- 
tionen der Lipase in ihrem Verhalten kennenzulernen und wir 
wollten dariiber hinaus untersuchen, ob zu den bekannten Er- 
fahrungen iiber die Wirkungsbedingungen der Lipase noch neue 
kimen. Zur Unterscheidung beniitzen wir in dieser Untersuchung 
die verschieden starke Aktivierung, die die einzelnen Lipaselésungen 
durch Kalkseife bei Anwesenheit von Albumin erfahren. Wir 
haben gerade diese Stoffe gewihlt, weil sie bereits bisher in der 
Analyse der Lipasewirksamkeit eine wichtige Rolle spielen und 
weil sie, wie sich zeigte, feinste Unterschiede aufzudecken vermégen. 

Die Merkmale der einzelnen Fraktionen weisen von Lisung 
zu Lésung nicht etwa einen uniibersehbaren Wechsel auf, sondern 
lassen wohlgeordnete Abstufungen erkennen, innerhalb deren der 
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Vergleich von einem der untersuchten Beispiele zum anderen 


allerdings Schwankungen zeigt. Im allgemeinen zeigen Lésungen 


mit hohem Glyceringehalt groBe Aktivierbarkeit, die gréBte zeigen 


Ausziige aus Trockenpraparaten mit 100°/,igem Glycerin. Mit 


abnehmendem Glyceringehalt fallt die Aktivierbarkeit der Lésung. 


Das gilt fir Trockenpraparate, wie fiir Hackbrei. Jedoch lassen 
sich die Lésungen aus Trockenpriparaten durchweg hoher akti- 
vieren als die entsprechenden aus Brei. Eine weitere Beobachtung 
geht dahin, daB Lésungen, deren Priparate der Autolyse unter- 
lagen, in ihrer Aktivierbarkeit stark gesunken sind. Diesen Er- 
kenntnissen liegen die Versuche der Tab. 5 zugrunde. 


Tabelle 4. 


EinfluB der Verdiinnung auf die Extraktionsausbeute. 





























Abweichungen von diesem iibersichtlichen Bild haben sich 
unter den vielen Versuchen nur in 2 Fallen ergeben, in denen 
die Aktivierbarkeit unabhingig vom Glyceringehalt des 
Extraktionsmittels den gleichen Betrag ausmachte. 
rund 1800°/.. Die Ausziige wurden aus 
gestellten Trockenpriparaten A und B 
sich, so viel wir erkennen kénnen. im 


den anderen 


namlich 
den vorsichtig dar- 
sewonnen und unterschieden 
Darstellungsverfahren von 
Extraktions- 


Liésungen nur durch die niedrigere 


BE— Verlust| B.E.* | Veriusi 
aus beim aus beim 
Auszug 10g | Ver- 102g Ver- 
Trock.-| diinnen} Trock.- | diinnen 
Praip. | in °/, | Prap. | in °, 
Zentrif. Auszug mit 100 »igem “Glyc. aus 
frischem Trockenpraparat ema: 770 
a) Unverdiinnt filtriert ... 770 12000 
b) Auf 71°, Glyc.-Gehalt verd. u. filtr. 342 56 7950 34 
ce) Auf 25° > Glye. -Gehalt verd. u. fit ee: 4 160 79 2 240 8] 
Zentrif. haan mit 100°/,igem Glyc. aus 
autol. Trockenpraparat b 
a) Auf 71°), Glyc.-Gehalt verd. u. filtr. . 625 21000 
b) Auf 20°, Glye.-Gehalt verd. u. filtr. . 422 32 15600 2 
Zentrif. sunids mit 85°/,igem Glyc. aus 
frischem Troe sal A 
a) Unverdiinnt filtriert .. . , 2700 44300 
b) Auf 25°, Glyc.-Gehalt verd. u. filtr. . 830 69 15300 65 
Zentrif. ein mit 100° oigem Glyc. aus 
frischem Trockenpraparat C, filtri: 
a) Unverdiinnt ro ; 220 20800 
b) Auf 50°/, Glyc. -Geh. verd. u. nochm. filtr. | 275 | 16650 24 





Aye 


Lipaselésungen aus Pankreas und ibre Aktivierbarkeit. 

















o- 


g 
Y 
a 
A 
° 
& 
m2 
oe 
a 
oO 
= 
= 
S. 
— 
Y 
a 
eo 
m 
pS 
oe 
5 
| 
os 
7 
he 
vo 
= 
=) 


668 
O€9 
O¢gol 
0602 


6 

0066 
OO06F 
0966 
OCe6 


°/> Ut 
yOyIVq 
LOAQYY 











O83 | 
OOF I 
OOLZS 


OOE BE 


000 09F 
OLI6 

008 FL 
OO SL 
OOL ES 


O8O% 
OFO] 
OOT OT 
009 ST 


OOO GS 
OO0OGE 
OO8 L 
OOO OTT 
008 02 


qqOIMa 


Suoyoory, | 


USt 


O9LL 
OOPS 


000901 
6S 
OGS 
00% 
€T9 


OOS 86 
0088] 
OCT 
O09 


deed 
t OT 6) 


3 OT jue uaFZoz0q 


+ aa 


— ad 


BU “DA[E) “BL'/Q UZ rut 
OATS) *S1°/, LL qua 


‘ ¢] lolqyoup, “poyne 
‘ ¢{ OAQyouyT *[opne 
({ aqyoByy “jojne 


({ AqyoByT “[oyne 
‘1dXIQyoupy suv uosunsory log (q 


Bne 
sne “oAp) “31°/, OG yr 
gnu ‘oApH) *0°/o 7p yuu 


q ywavdyidasyoory, *joynv sue qrul 


q ywavdyiduayoory, ‘popu 


31°/) OG 
“H/o 001 
“B1°/ 4 G2 
Bt 0/ 
‘OAL *31°/, 001 


“OAT 
“OATE) 


. had 
"046 
‘ a” ‘» > 
“yo Wo BUY 


jiu 


tok q  yeaudyaduayoory, “joyne sue ‘oAp yr 


LI q yeavdyiduayoory, *poyne 
LI qi puavdyaduayoory, *joyne 


gne ‘oAp yru 


o tL 
BY 





yrul 





‘ywasdyiduayoory, sue usdsunsory tog: (8 
rosk[OJNY JOp guyiyurg 


({ LeAqyouyy Woyosly sue “oATX) “1°/, Gz 


/0 
OATS) “BL/9 LL 
“OAL ‘d1°/, OG 


‘DAL “BL/o TL 


yu 
yuu 
qrul 
qu 


{{ 1Qyovy] Woyosiy snv 
(] eaqyovyy Wayosuy 
C aqyovyy woyosy 
suv UasuNsOTT log (q 


Bnwv 
SLL 








“1d1Q YOv FT 
79 0% sneBe 


Suv 


ny yeavdyiduoyoory 
$08 q yavdgidasyoory, woyosty 
» e08 q jvavdyiaduoyoory, Wayosty 
BZ 992 Q wavdyidusyoory, waqosty 
OBB, % 292 Q yrudyiduayoory, woyosuy snv ‘odps *31°/, QOT rut 
‘yousdyidusyo01y, suv uasunsory tog (v 
SO}[VYOFZuts9v ALY) Sap gGuyyury 


Wayostay OATS) *91°/46% rut 


“ATX *BL°/5 Gg 
snv ‘oAp 4) *31°/, OOT 
‘OATS *31°/, OG yru 


yuu 
yu 
snv 








qoneqy- ‘nu ‘dway, 
SUNnT[IsIVC] Top yay 
-ssuzsny 


- 





Juzsny 
Suzsny 
SUZENY 
Suzsny 


Suzsny 
snzsny 
snzsny 
Suzsny 
Suzsny 


snzeny 
suzsny 
snzsny 
Snzsny 


snzsny 
suzsny 
duzsny 
Suzsny 
snzsny 








‘POYAVQAVAYHYY Gl pun svoryuvg snv uoFdansoyposudiy 


; : wii ks 


























14 Eugen Bamann und Pau! Laeverenz, 


temperatur; diese betrug 12° bzw. 17° gegeniiber 20° bzw. 25° 
bei den Praparaten C—E. Bemerkenswert ist, daB die Lésungen 
aus dem Praparat B die iiblichen Abstufungen in der Aktivierbar- 
keit erlangten (Versuch 10—12 der Tab.5), nachdem es der Auto- 
lyse (unter milden Bedingungen: Hackbrei 1 Tag bei 17°) unter- 
worfen war. 

Eine weitere Gesetzmibigkeit betrifit die aufeinanderfolgenden 
Ausziige aus Priparaten mittels des gleichen Lésungsmittels: 
Jeder nachfolgende Auszug zeigt gegeniiber dem vorhergehenden 
eine geringere Aktivierbarkeit. So ergaben sich folgende Ab- 
stufungen: 
1a) Auszug mit 100°/,ig. Glyc., 5'Tage, 20° aus frisch. Trockenprap. E: 

156 B.E.— bzw. 7800 B.E.*: entsprechend 4900°/, Aktivierung 
1b) Auszug mit 100°/,ig. Glyc. 18 Tage, 20° aus Riickstand a: 
51 B.E.— bzw. 1260 B.E.*: entsprechend 2380°/, Aktivierung 
2a) Auszug mit 50°/,ig. Glyc. 2 Tage, 25° aus frisch. Trockenprip. C: 
3600 B.E.— bzw. 110000 B.E.*: entsprechend 2960°/, Aktivierung 
2b) Auszug mit 50°/,ig. Glye. 1 Tag, 25° aus Riickstand a: 
22 B.E.— bzw. 360 B.E.*: entsprechend 1540°/, Aktivierung 
3a) Auszug mit 50°/,ig. Glye. 1 Tag, 25° aus frisch. Hackbrei D: 
875 B.E.— bzw. 10100 B.E.+: entsprechend 1050°/, Aktivierung 
3b) Auszug mit 50°/,ig. Glyc. 2 Tage, 25° aus Riickstand a: 
625 B.E.— bzw. 4160 B.E.*: entsprechend 565°/, Aktivierung 
3e) Auszug mit 50°/,ig. Glyc. 3 Tage, 25° aus Riickstand b: 
55 B.E.— bzw. 140 B.E.*: entsprechend 155°/, Aktivierung 


Mit dieser Erscheinung steht auch die Beobachtung in Ver- 
bindung, da& die Aktivierbarkeit einer Lésung mit der Dauer der 
Extraktion fallt. Beispielsweise betrug die Aktivierbarkeit einer 
erst nach 3 Tagen abgetrennten Probe des Versuches 3a nur 
mehr 635°/, (2100 B.E.” bzw. 15400 B.E.*). Im Falle eines 
Auszuges mit 71°/,igem Glycerin aus frischem Hackbrei D er- 
gaben die nach einem bzw. drei Tagen abgetrennten Proben Akti- 
vierbarkeiten von 2090°/, bzw. 815°/, (850 B.E.~ und 18600 B.E.~ 
bzw. 1170 B.E.~ und 10700 B.E.*). Bei Lésungen aus auto- 
lysierten Praparaten fanden wir die Verhiiltnisse nicht mehr so 
iibersichtlich. 

Eine dritie Beobachtung bezieht sich auf Veranderungen in der 
Aktivierbarkeit von Lésungen beim Aufbewahren: Erfolgt dieselbe 
unter vorsichtigen Bedingungen, niimlich bei Temperaturen von 
etwa 4—6°, so steigt die Aktivierbarkeit anfiinglich an und fallt 
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erst spater wieder ab. Diesen Gang kann man bei Lisungen 
die bei Zimmertemperatur stehen, nicht wahrnehmen: Hier nimmt 
die Aktivierbarkeit von Anfang an ab, rascher, je geringer der 
Glyceringehalt der Lésung ist (Tab. 6). 


Tabelle 6. 
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Verinderung von Lisungen beim Aufbewahren. 


15 


* 





Nr. 





Auszug 





Aufbewahrt bei 4—6° 





' 


1 Woch. 





3 Woch.| 4 Woch.|8 Woch. 











Auszug m. 100°/,ig. Glye. aus 
frisch. Trock.-Prip. B auf 
71°/, Glye.-Geh. verdiinnt u. 
filtriert B.E.~: 6385 

B.E.*: 11700 
Aktivierung: 1740°/, 


Auszug m. 100°/,ig. Glyc. aus 
autol. Trock.-Prip. B auf 
71°/, Glye.-Geh. verdiinnt u. 
filtriert B.E.—: 469 

B.E.*: 15700 
Aktivierung: 3250°/, 


Auszug m. 100°/,ig. Glye. aus 
autol. Trock.-Prip. B auf 
25°/, Glye.-Geh. verdiinnt u. 
filtriert B.E.~: 180 

B.E.+: 8900 
Aktivierung: 4850°/, 


Auszug m. 71°/,ig. Glye. aus 
frisch. Hackbrei B_ unver- 
diinnt filtriert 

B-E.~: 280 
B.E.*: 2040 
Aktivierung:  630°/, 


Auszug m. 25°/,ig. Glye. aus 
auto]. HackbreiB unverdiinnt 
filtriert B.E.~: 386 

B.E.+: 1240 





Aktivierung:  221°/, 


127 | 172 «| «172 
5730 | 5730 | 5550 
44209), 





| 


318 | 353 
15870 | 17000 
sar 4720°/, 
266 
5500 
1970°/, 
| 
| 
| 517 
| 1370 
165°/, | 


3230°/, | 3130°/, | 


| 


ket OO 
Lee 
a 
i=) 





Auf bew. bei 20° 


1 Woch.'4 Woch 
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Auch beim Altern von Enzymmaterial trockener Form glauben 
wir in manchen Fallen vor dem Abfall der Aktivierbarkeit gleich- 
miBig dargestellter Ausziige einen Anstieg beobachtet zu haben. 

Nach unseren bisherigen Kenntnissen wiirde man die beob- 
achteten Schwankungen der Aktivierbarkeit vor allem dem Ein- 
tluB der Begleitstoffe zuschreiben, deren Mengenverhiltnis zum 


Enzym von einem Darstellungsverfahren zum anderen sich aindern 
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kann. In Wirklichkeit wird diese Erklirungsweise verhaltnismaBi, 
nur wenigen Beispielen gerecht. In der iiberwiegenden Zahl der 
gepriiften Falle, von denen wir einige in Tab. 7 anfiihren, tragen 
Verinderungen am Lipasekomplex selbst die Verantwortung fiir 
das verainderte Verhalten. In den einzelnen Fraktionen liegen 
also Gemische von Lyo-lipasen vor und die Differenzierungen | 
ihrer kolloiden Trager sind der Anlaf der wechselnden Aktivier- 
barkeit. Diese Folgerung kann man aus Mischversuchen ziehen. 
deren Komponenten weitgehende Unterschiede in der Aktivierbar- 
keit aufweisen; denn wiirde das ungleiche Verhalten von akti- 
vierenden oder hemmenden Begleitstoffen oder dem Milieu der 
Lésungen herriihren, so miiBte sich das in den Mischversuchen 
durch Erhéhung oder Erniedrigung der Wirksamkeit bemerkbar 
machen. In den Beispielen der Tab. 7 finden wir aber die Wirk- 
samkeit der die Komponenten in verschiedenen Verhiltnissen ent- 
haltenden Mischungen tibereinstimmend mit den aus den Einzel- 
versuchen berechneten Werten. Es ist das bei den enormen 
Unterschieden in der Aktivierbarkeit mancher Komponenten 
auBerst iiberraschend. 

Die Methode der Aktivierung ist nicht nur kennzeichnend 
fiir die verschiedenen Lyo-lipasen, sie erfaBt auch die unldéslichen 
Desmo-lipasen. Diese sind auf Grund der Analyse dreier Riick- 
stinde weniger aktivierbar als die Lyo-lipasen. Das trifft vor 
allem fiir die unléslichen Anteile in einem Hackbrei 








Rickstand aus frisch. Trock. -Priip. C, 
nach erschépfender Extraktion mit 50°/,igem Glycerin: Aktivierbarkeit 603 °/, 
2. Riickstand aus autol. Trock.-Prip. D, 
nach zweimaliger Extraktion mit 50°), igem a Aktivierbarkeit 338°, 
_——- aus autol. Hackbrei D 
nach einmaliger Extraktion mit 50°,,igem Glycerin: Aktivierbarkeit 63°), 
Zum Zwecke der Analyse wurden die Riickstaénde mit See- 
sand feinst verrieben und in Form von Suspensionen bestimmt. 
4. Zustand der ee in der Driise. Mehr als 
bei den bisher untersuchten Lyo-enzymen tritt bei den Lyo-lipasen 
die Frage in den Vordergrund, wie weit unsere heutige Methodik 
die Enzyme in ihrem u rspringlichen Zustand erfaBt und ein zu- 
treffendes Bild von der natiirlichen Ausriistung der Zellen zu 
geben vermag. 
Die Beachtung dieser, fiir die Charakterisierung und _— 
ders fir die Isolierung der Naturstoffe unerlaBlichen Forderung 
hat in den letzten Jahren auf manchen Gebieten zu ne 
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kenntnissen gefiihrt. Ahnlich wie man im Falle der Glucoside 
heute bestrebt ist, sie in genuinen Formen zu erfassen, ist fir 
die Kennzeichnung der Enzyme von Bedeutung, ob der natiirliche 
Zustand von den Arbeitsmethoden ungestért bleibt. 

Unsere Untersuchung der verschiedenen Lyo-Fraktionen laBt 
erkennen, daB nicht jede Art der Darstellung fir diesen beson- 
deren Zweck geeignet ist. Wenn sich der natiirliche Zustand bei 
so verinderlichen Komplexen wie denjenigen der Lipase unter 
den Bedingungen des Extrahierens tiberhaupt erhalten laBt, so 
nur bei der Gewinnung aus der zerkleinerten frischen Driise. 
Die annihernde Ubereinstimmung der Mengen an Lyo-lipase bei 
Extraktionen mit Lésungen verschiedenen Glyceringehaltes (Ver- 
such 3 und 4 der Tab. 2) deuten auf eine gewisse Einheitlichkeit. 
Die im Gegensatz dazu stehende Vielheit der Lyo-fraktionen aus 
Trockenpriiparaten weisen auf wechselnde und abgestufte Ver- 
inderungen bei der Aceton—Athertrocknung hin, die eine Auf- 
lockerung der Lipase zur Folge haben. Es schien noch vor 
kurzem, daB die schlagartige Trocknung von Zellen und Geweben 
mittels viel Aceton ein Vorteil wire gegeniiber der Verarbeitung 
frischen Organ- und Driisenmaterials. Fiir die Isolierung natir- 
lich vorkommerder Lyo-lipasen ist die Acetontrocknung der 
Driise aber véllig ungeeignet; sie erzeugt kiinstliche Fraktionen. 
Wir haben die Einwirkung von Aceton und Ather auf die zur 
volikommenen Entwiisserung eben noch hinreichende Zeit ein- 
gesc hrankt. Friher*) nahm sie bei Verarbeitung groBer Chargen 
das 3—5fache an Zeit in Anspruch. Am meisten verindernd 
wirkt die Trocknung, wenn autolytische Vorgiinge bis zum Zeit- 


punkt der Acetoneinwirkung nicht ganz egg a waren. 
Denn in diesem Fall steigt die Ausbeute an extrahierbarem 
Enzym in unseren Vers uchen auf etwa 50°), sae 5 der 
Tab. 3, gegentiber etwa 2°), in dem entsprechenden Hackt rel 
Versuch 9), in den friiheren — in denen das Enzymmaterial der 
langen Einwirkung der organischen Lésungsmittel und einer 
Schlagmiihle ausgesetzt war — erreichte sie sogar 80°). Bei 
diesem veranderten Driisenmaterial scheint der Extraktionstempe- 
ratur eine gréBere Rolle zuzukommen (vgl Abschnitt 2) und die 
enzymatische Freilegung der Lipase rascher verlaufen zu kénnen. 


OU. — “rane Wir teilen hier eine zu- 
fallige Beobachtung mit. die wir bisher nicht weiter verfolgt 


haben 
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7g des frischen Trockenpraparates E wurden 5 Tage bei etwa 20° 
mit 105 g 25°/,igem Glycerin extrahiert und die zentrifugierte Lésung auf 
ein Papierfilter gegeben. Von dem klaren Filtrat diente der erste Anteil fiir 
Messungen; wiihrend der nachfolgenden 21 Tage filtrierte bis auf einige 
Kubikzentimeter der restliche Teil der Lésung. Zugleich schieden sich 
aber aus dem dunkelgelben Filtrat farblose, etwa 2mm lange Nadeln ab. 
Wir isolierten die Krystalle durch sorgfiltige Filtration und fanden sie 
nach feinstem Zerreiben in Form einer Suspension in 12 cem 15°/, igen 
Glycerins lipatisch wirksam: 36 B.E.— bzw. 134 B.E.t. Nun trennten 
und isolierten wir das restliche Krystallpulver erneut: Das Filtrat zeigte 
2,2 B.E.— bzw. 24 B.E.t an, das 4 mal auf dem Filter mit Wasser 
ausgewaschene Pulver suspendiert in 5 cem 15°/, igen Glycerins, noch 
8,1 B.E.— bzw. 14,2 B.E.t. 

Ill. Bedeutung und Beschrankung der .,ausgleichenden Akti- 
vierung*®. Der yon R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz 
und Fr. Memmen‘) eingefiihrten ,ausgleichenden Aktivierung“ 
liegt die Absicht zugrunde, die gelegentlich sehr bedeutenden 
Kinfliisse der Begleitstuffe auszuschalten und dadurch eine quan- 
titative Bestimmung der Lipase, insbesonders bei Reinigungs- 
verfahren, zu ermdglichen. Dieser Gedanke hat die lahmende 
Unsicherheit bei der Bestimmung der Enzyme einst aufgehoben, 
er wurde bahnbrechend und hat seine Berechtigung und Bedeu- 
tung immer von neuem erwiesen. Es hat sich uns daher schon 
sehr bald die Frage aufgedriingt, ob die Zusitze der ,,ausgleichen- 
den Aktivierung“ imstande waren, auch die durch Verinderung 
des Enzymkomplexes bedingten Unterschiede auszugleichen. 

Solange es sich nur um Verinderungen des Verteilungs- 
zustandes handelt, gelingt es, den Nachweis fiir ihr ausgleichendes 
Wirken zu erbringen. 

Eine Lipaselisung zeigte im klaren Zustand 220 B.E.~ und 20800 B.E.* 
an, nach dem Verdiinnen mit Wasser, das mit einer leichten Triibung der 
Lésung verbunden war: 512 B.E.~ und 21000 B.E.~. 

Wichtiger ist es, Beweise dariiber zu erbringen, ob Unter- 
schiede im Wirkungsvermégen der Lyo-lipasen, vielleicht auch der 
Desmo-lipasen ausgeglichen werden kénnen. Das wiirde bedeuten, 
daB der Einflu& der Struktur des kolloiden Tragers ausgeschaltet 
wiirde. Hier ziehen wir dem Wirkungsbereich dieser Stoffe eine 
Grenze, denn es ist nicht anzunehmen, dai Calciumoleat—Albumin 
iiber die komplexe Adsorptionswirkung auf Lipase und Substrat 
hinaus Reaktionskonstanten voneinander verschiedener Lyo- 
lipasen ausgleichen kann. Diese Uberlegung wird durch den 
experimentellen Befund gestiitzt, daB das Verhiltnis der Spal- 
tungen zweier Substrate durch voneinander verschiedene Lyo- 
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lipasen bei Gegenwart der Zusatzstoffe nicht ibereinstimmend 
wird. Die gréBte Divergenz zeigen Versuche mit dem Enzym 
aus Hackbrei einerseits und ‘l'rockenpriiparaten andererseits. 
(Versuch 5—7 u. 1—4 der Tab. 8.) 


Tabelle 8. 


Wirkungsverhiltnis von a gegentiber verschiedenen Substraten. 























B.E- | B.E- M.B.E- M.B.E+ ae 
Nr. Art der Darstellung B.E.~ | _B.E.* 
in 100 com M.B.E.-] M.B.E* 
11? Ausz. m. 71°/,ig. Glye. aus 
frisch. Eeoeoapeliparat B | 3250 64300 | 14,8 41,5 220 1550 
2 | Ausz. m. 25"/,ig. Glye. aus | 
frisch. Trockenpriparat B | 2200 48000 12,3 31,0 179 
3 | Ausz. m. 100'/,ig. Glye. aus 
autol. Trockenpriparat B 460 | 17800 1,3 12,3 354 1450 
4] Ausz. m. 71°/,ig. Glye. aus 
autol. Trockenpriiparat B | 3900 54200 10,9 48,2 358 1120 
5 | Ausz. m. 71°, ig. as aus 
frisch. Hackbreib. . 200 +1460|) 68 | 9,4 29,4 155 
6 | Ausz. m. 71°/,ig. Glye. 3 aus 
autol. Hackbrei Pe 169 1040 4,25 5,0 39,9 208 
7] Ausz. m. 25°/ ig. ive: 4 aus 
autol. HackbreiB... . 276 880 5,8 5,8 47,7 166 














Wenn in friiheren Untersuchungen gelegentlich griBere Diffe- 
renzen im Geschw indigkeitsverhiiltnis, das sich aus den Spaltungen 
verschiedener Rabitcate ergibt, von Pankreasprobe zu Pankreas- 
probe (gleicher oder vesadhiollener Tierart) beobachtet wurden ?}), 
so verstehen wir das heute richtiger: Nicht ein aktivierender oder 
hemmender Begleitstoff, ,,der gew6hnliche EiweiBkérper iibertrifft 
und gegeniiber dessen EinfluB unsere Anordnung der ausgleichenden 
Aktivierung nicht geniigt“, ist dafiir verantwortlich, sondern die 
Verschiedenheit der Lyo-lipasen von einer Driisenprobe zur 
anderen. 


Der Vereinigung von Freunden der Technischen 
Hochschule Stuttgart und der William G. Kerckhoff- 
Stiftung zu Bad Nauheim sprechen wir fiir die Férderung 
unserer Untersuchung herzlichen Dank aus. 
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Verbreitung des Vitamins B, im Tierkérper. 
Von 

Paul Gytrgy, Richard Kuhn und Theodor Wagner-Jauregg. 

Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus der Kinderklinik der Universitat und dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, 
Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1933.) 


Biologische Bestimmung. 


Fiir die Tierversuche dieser und der folgenden Abhandlung 
bedienten wir uns der von A. Bourquin und H. C. Sherman!) 
angegebenen B,-Mangeldiit. Die jungen, wachsenden Ratten er- 
halten dabei aus der Vitamin-B-Gruppe fast nur das Vitamin B,, und 
zwar in Form eines alkoholischen Extraktes aus Weizenschrot. 
Die pathologischen Verinderungen, die sich unter dem EinfluB 
dieser Ernaihrungsweise bei den Tieren einstellen sollen, sind 
Gewichtsstillstand, weiterhin Hauterscheinungen und Blutarmut. 
Konstant und regelmiBig reproduzierbar ist bei dieser Didt nur die 
Wachstumshemmung, das Abflachen der Gewichtskurve, wiihrend 
die Hautverinderungen und die Blutarmut nach allen einschligigen 
Berichten”) keineswegs obligate Begleiterscheinungen darstellen, 
sondern nur in einem wechselnden, oft recht niedrigen Prozent- 
satz der Versuchstiere auftreten. 

Bei der von A.Bourquin und H.C.Sherman angegebenen 
Grunddiat sahen H.C. Sherman und M. R. Sandels*) in aus- 
gedehnten Versuchsreihen verhiltnismiBig hiufig Veriinderungen 
der Haut. Das von den erwihnten Autoren, aber auch schon 
friher von J.Goldberger und J. D. Lillie‘), von H.Chick und 
M. H. Roscoe u. a.5) beschriebene Symptomenbild gestattet bei 
besonders intensiver Auspriigung einen Vergleich mit seborrhoid- 
desquamativen Reaktionszustinden der Haut, wie sie auch bei 


1) J. Amer. Chem. Soc. 53, 3502 (1931). 

*) Vgl. E. Browning, The vitamins 1931; Med. Res. Council: Vitamins 
1932 und W. Stepp u. J. Kiihnau, Vitamine. Neue deutsche Klinik. Erg. 
1, 41 (1933). 

5) Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 26, 536 (1923); J. Nutrition 3, 395 
(1931). 

4) U.S. Publ. Health Rep. 41, 1025 (1926). 
5) Biochemie. J. 21, 698 (1927); 22, 790 (1928). 
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Mangel an H-Vitamin®) beobachtet werden. Da fiir uns diese 
Hauterscheinungen von besonderem Interesse waren, haben auch 
wir uns der Bourquin-Shermanschen Dit bedient. Diese 
. 7 on > / # . Sas i . y ~ 
besteht zu 68°/, aus Maisstirke (mit dem alkoholischen Weizen- 

} Do o 
schrotextrakt als Vitamin B,-Quelle beladen), zu 18°), aus ge- 
reinigtem Casein‘), 9°/, Butterfett, 4°/, Osborne-Mendelscher 
Salzmischung und zu 1°/, aus Lebertran. 

Die linpraignierung der Stirke mit Weizenschrotextrakt geschieht nach 
der folgenden Vorschrift: 800 g Vollweizenschrot werden mit 1500 ccm 
80 Gew.-°, igem Alkohol (unter Beriicksichtigung des Feuchtigkeitsgehaltes 
der Weizenschrotkérner) 1'/, Stunde lang geschiittelt: man filtriert, schiittelt 
den Riickstand 1 Stunde lang mit 1000 ccm 80 Gew.-‘/, igem Alkohol, fil- 
triert und wascht mit 300 cem Alkohol (80 Gew.-°,, ig). Die Filtrate und 
das Waschwasser werden vereinigt, im Vakuum auf 400 cem eingeengt und 
mit 1000 g Maisstirke verriihrt. Man trocknet an der Luft mit Hilfe eines 
Ventilators. 

Dieser alkoholische Weizenextrakt ist nicht vollkommen frei von 
Vitamin B,; einer mit Bourquin-Sherman-Kost ernihrten Ratte wurde 
ein derartiger konzentriertet Weizenextrakt in einer Tagesdosis, die 30g 
Weizenschrot entsprach, gefiittert. Dabei zeigte das Tier im Verlauf von 
4 Wochen eine Gewichtszunahme yon 27 ¢. Ein anderes Praparat besaB 
allerdings viel weniger Wachstumswirkung. Von dem Bourquin-Sherman- 
Futter fressen die Tiere taglich etwa 10g: die darin erhaltene Menge 
Weizenextrakt entspricht etwa 5g We izenschrot. 


Junge Ratten im Alter von 4—6 Wochen (Gewicht 25—35 g) 
bleiben bei dieser Kost schon nach site von 1—3 Wochen im 


} 
. on ks es - amtet sseeet nb 
W achstt im stehen. Die ae verfacht und kann ohne 
ee : 7 - o. . a hs 
— wochenlang horizontal. spiter mit leichter Ten idenz 
Breage 
zur Abnahme verlaufen. Erfol 


TTT 


ohen oma? yerung Zu- 


) r 
so gehen die Tiere allmihlic I 

erunde. Im Gegensatz zu H.C.Sherman und M. R. Sandels 
sahen wir bei unseren Tieren nur ganz ausnahmsweise und dann 
geringfiigige .pellagradhnliche* Hautverainderungen (Rétung 
nd Schuppung der Pfoten, besonders an den distalen Teilen, 
mafSigen Haarausfall, meist auf dem Riicken, schuppigen Schwanz: 


¥ 


wscaly tail*). Die auffallende Seltenheit der Hauterscheinungen 
P.Gyirgy, Z. drztl. Fortb. 28, 377 1931), Vgi. auch W. Stepp 

u. J. Kihnau im Handb. d. norm. u. path. Physiol. 18, 140 (1932). 
") Nach C. H. Sherman u. A. Spohn, J rater Chem. Soc. 45, 2720 
an mit 1 Liter 60 Gew.-°,,igem Alkohol 


on 
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und das vollige Fehlen von wirklich intensiven Verinderungen 
hingt in unseren Versuchen entweder mit niher nicht definier- 
baren Kigentiimlichkeiten der von uns zur Bereitung der Kost 
verwendeten Futtermittel (z. B, Casein, Weizenkérner), oder aber 
mit dem Umstand zusammen, dab unsere Tiere sehr jung, mit 
einem Anfangsgewicht von 20—40 g auf die Grundkost gesetzt 
wurden. Diese Ratten besaBen jedenfalls nur sehr geringe B,- 
Vorrite, die im Versuch bald erschépft waren. Demzufolge konnten 
die Tiere auch nicht lange ohne wirksame Zusitze bleiben. Die 
pellagraihnlichen Erkrankungen der Haut treten, wie H.C.Sherman 
und M.R.Sandels*) hervorheben, besonders dann auf, wenn die 
Tiere nicht véllig B,-frei ernihrt werden, sondern durch lange 
Zeit hindurch geringe, unterschwellige Mengen des Vitamins Bb, 
erhalten. 

Zusatz von B,-Priparaten fihrt bei den bereits langere Zeit 
in ihrem Wachstum still stehenden, mit der B,-freien Versuchs- 
diit ernihrten Ratten schlagartig zu Gewichtsanstieg, dessen 
AusmaB yon der Héhe der Vitamin 6,-Zufuhr abhingt. Als 
B,-Einheit gilt diejenige Menge, die eine Gewichtszunahme von 
10 g in der Woche, mindestens 2—4 Wochen lang, d. h. rund 
40 g in etwa 80 Tagen bewirkt. Es sei bereits hier hervor- 
gehoben, daB alle mit der Bourquin-Sherman-Diit ermittelten 
Bestimmungen kein genaues Maf fiir den B,-Gehalt darstellen, 
sondern nur einen unteren Grenzwert liefern (siehe dazu die 
folgenden Arbeiten’). 

Verbreitung im Tierkorper. 

In Bestitigung der in der einschligigen Literatur®) nieder- 
gelegten Befunde haben wir fiir Leber und Niere die héchsten 
B,-Werte gefunden. Eine B,-Einheit findet sich bei Leber und 
Niere in etwa 0,2—0,4¢ (Frischgewicht), bei der Hefe in 0,5—1,0 g 
(PreBhefe). Weniger bekannt ist der hohe Vitamin B,-Gehalt des 
Herzmuskels, der etwa 5mal so gro8 ist wie derjenige der 
quergestreiften Skelettmuskulatur des Rindes, wie wir in 
Bestitigung einer Angabe von E.V. Carlson*’) fanden. Auf 
Frischgewicht bezogen weist der Herzmuskel etwa die gleiche, 
vielleicht sogar noch héhere Vitamin B,-Wirksamkeit auf, als die 
Hefe. Die Einheit ist in etwa 0,5 g Rinderherz enthalten. 


8) Vel. bes. W. R. Aykroyd u. M. H. Roscoe, Biochem. J. 25, 483 (1929). 
% Dissertation, 1931, S. 139. Zit. nach H.C.Shermanu.S.L.Smith, 
The vitamins. 
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innerhalb der Skelettmuskeln bestehen in der Ver- 
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teilung des Vitamins B, Unterschiede. So fanden wir die dunklen 


Muskeln des Hiihnerbeins viel reicher als 
das weiBe Brustfleisch (Fig. 1). Nach den 
Ergebnissen dieser Tierversuche diirfte der 
Vitamin B,-Gehalt der Beinmuskulatur 
etwa das Doppelte desjenigen der Brust- 
muskeln betragen. Vergleichende Bestim- 
mungen mit Herz- und Skelettmuskel von 
Kalb und Rind, sowie mit den roten und 
weiBen Gefliigelmuskeln ergaben folgende 
absteigende B,- Wirksamkeit: Rinderherz, 
Kalberherz, Hiihnerbein, Kalbfleisch, Rind- 










































Fig. 1. 
fieisch, Hiihnerbrust. 
Nr. Tier — Tagesdosis Gewichtszunahme 
(g Frischgew.) | in 30 Tagen in g 
1 Rind Herzmuskel 0.5 41 
2 9 ” 1,0 68 
3 = 0.5 58 
4 Skelettmuskel 1,0 23 
oO = 3 30 
6 - i 2,0 38 
7 Kalb Herzmuske] 0.5 34 
8 ™ 0,5 39 
ny) a 1,0 68 
10 Skelettmuske! 1,0 35 
‘ 11 a. 1,5 42 
12 ‘ “ 2.0 51 
13 Hubhn Beinmuskel 1.5 59 
14 - Brustmuske! 15 28 








Es bestehen demnach in der Vitamin B,-Verteilung, was das 
Muskelgewebe anlangt, art- und altersbedingte Unterschiede, 
wobei der hohe B,-Gehalt des roten Gefliigel- und des Kalbfieisches 
besonders hervorgehoben zu werden verdient. 

Die Differenzen in der Vitamin B,-Wirksamkeit der roten 
und weifen Gefliigelmuskeln, deren Farbunterschiede mit dem 
verschiedenen Gehalt an Muskelhimoglobin, an Cytochromen oder 
anderen Himinverbindungen zusammenhingen, veranlaBten den 
Versuch, Lésungen von reinem Himin zu priifen, zumal nach 
S. Bliss und M. L. Thomason?) bei der Vitamin B,-Mangel- 


10) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 28, 636 (1931): Science 75, 266 (1933). 
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krankheit (Pellagra) das Fehlen von komplexen Ejisen-(Himin)- 
verbindungen, eine ausschlaggebende Rolle spielen sollte. Mit 
Tagesdosen von 5 mg Himin (¢-Chlorhimin in sekundirem Natrium- 
phosphat) konnte jedoch keine Gewichtszunahme erzielt werden. 

Unter weiteren Organen vom Rind, die wir auf ihre Vitamin B,- 
Wirkung untersucht haben, zeigte die Milz einen hohen B, -Gehalt 
(1,5—2,0 g cing aang Beim Thymus lag die unterste Heil- 
dosis bei 2,5 g, beim Pankreas dariiber. Carcinomgewebe 
‘Lymphdriisenmetastase eines Rectalcarcinoms) iibte auf B,-Mangel- 
tiere einen nur sehr geringen wachstumsfordernden Effekt aus 
(Titer tiber 2,5 g pro Tag und Ratte). 

Das Vitamin B, geht — wie schon seit langem bekannt — 
aus pflanzlichen und tierischen Naturprodukten in Kochsifte 
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0,7 ecm Leberkochsaft (= 0,5 ceing nese 1,5 ccm Hefekochsait (= 5,3 g Hefe). 
iiber. Die Ausbeute erreicht nach unseren Erfahrungen, die sich 
auf Hefe-, Leber-, Nieren-, Herz- und Muskelkochsaft beziehen, 
50—80°/, der urspriinglichen Wirksamkeit, sie bleibt allerdings 
nicht selten auch darunter. Leber- und Hefekochsifte vermégen 
auch bei Uberdosierung ein dauerndes Wachstum der Tiere 
nur bis zu einem Gewicht von etwa 130—150 g zu unterhalten. 
Die Abflachung der Gewichtskurve, die sich dann einstellt, kann 
auch durch beans der gefiitterten Kochsaftmenge nicht 
verhindert werden (Fig. 2). Diese Erscheinung ist vielleicht 
bedingt durch die Aedes eines besonderen, im Gegensatz zum 
Vitamin B, wasserunléslichen Wuchsstoffes, der bei der Be- 
reitung der Kochsifte in den Riickstiinden zuriickbleibt. Dieser 
Stoff kénnte mit dem zuerst von C. H. Hunt?!) beschriebenen, 
spater von G. Z. Williams und R. C. Lewis?’) als Faktor R 


11) J. of biol. Chem. 79, 733 (1928). 
12) J. of biol. Chem. 89, 275 (1930). 
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bezeichneten Erginzungsstofi identisch sein. Da ungestértes 
Wachstum bis mindestons 100 ¢ auch bei Mangel an diesem 
Faktor R stattfindet, haben wir ihn bei den Untersuchungen iiber 
das Vitamin B, vorerst nicht weiter beriicksichtigt. 

Auf die gleiche Ausgangsmenge bezogen, enthielten die von 
uns untersuchten PreBsifte aus Hefe und Leber weniger Vi- 
tamin B, als die entsprechenden Kochsifte. Mit dem LeberpreB- 
saft aus 10 ¢ Frischleber taglich wurde eine Gewichtszunahme 
von nur 27 r in 29 Tagen erzielt. Auch Lebedewsaft zeigte 
eine verhiltnismaBig geringe Wirksamkeit: Der Saft aus 5 g Hefe 
(Léwenbrauerei Miinchen} bewirkte einen Gewichtsanstieg von nur 
21 g in 28 Tagen, aus 10 g Hefe einen solchen von 15 g in 





15 Tagen, wihrend beim Kochsaft eine B,-Einheit (40 g 10 
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28 Tagen) meist schon aus 2,0 g Frischhefe erhaltlich ist. Reich- 
lich ist das heise B,, wie wir fanden, im Campolon, dem 
Leberpraparat, das zur Heilung der pernicidsen Anamie Verwendung 
findet, ainilie Voy 05 com davon tiaglich gefiittert, riefen in 


4 Wochen eine Gewichtszunahme von durchschnittlich 69 g hervor. 

In Kochsaften aus Hefe?*) und aus Leber, im LeberpreBsaft 
und ebenso in der Kuhmilch ist das Vitamin durch Cellophan 
und Pergament dialysabel. Nach erfolgter Dialyse zeigten nur 
die Dialysate Vitaminwirkung 1g, wahrend die Riickstande sich als 
inaktiv erwiesen (vgl als Beispi iel Fig. 3). 

Nach Chick und Roscoe 5) verliert ein waBriger Hefeextrakt 
bei p, 8.3 schon bei Zimmertemperatur nach 10 Tagen etwa 
30°), seiner urspriinglichen Wirksamkeit. Durch héhere Hitze- 
grade kann die Zerstérung im alkalischen p,-Bereich sehr erheb- 


Der IL. G. Farbenindustrie A.-G., Werk E berfeld, sprechen wir fir 
die Uberlassung von Campolon unseren bi dlichsten Dank aus. 
H. Chick u. M.R. Ro scoe, Biochemic. J. 23. 509 (1929). 
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lich beschleunigt werden.'*) Nach eigenen Beobachtungen wurde 
ein B,-Konzentrat aus Rinderherz"’) in 0.25 n-NaOQH-Lésung bereits 
nach 24 Stunden bei Zimmertemperatur fast vdllig inaktiviert 
(2,5 ccm tiglich: in 14 Tagen 2,5 ¢ Gewichtszunahme; vor der Be- 
handlung mit Alkali: in 16 Tagen 28 g und in 27 Tagen 43 g 
Gewichtszunahme.) Siurezusatz (1 n-H,SO,) blieb dagegen ohne 
Einflu8 auf den B,-Titer. 

Herrn cand. med. G. Walter danken wir fiir Mithilfe bei 
den Versuchen. 


Darstellung von Vitamin B,-Konzentraten. 
Von 
Paul Gyérgy, Richard Kuhn und Theodor Wagner-Jauregg. 
Mit 7 Figuren im Text. 
(Aus der Kinderklinik der Universitat und dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir medizin. Forschung, 
Institut fir Chemie, Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1933.) 


1, Fallungsverfahren. 

Als Ausgangsmaterial beniitzten wir unter Beriicksichtigung 
vorliegender Befunde') zunichst Kochsifte aus Hefe, Leber, Herz 
und Niere. Die von B.Ch.Guha?’) fiir Leberkochsaft angegebenen 
Fallungsreaktionen teilweise heranziehend, wurde folgender Fallungs- 
gang ausgearbeitet: 

1. Darstellung von Kochsaft aus Rinderleber; 

2. Fallung mit Bleiacetat; dabei wird der gréBere Teil des 
Vitamins niedergeschlagen; 

8. Zerlegung der Bleifillung durch verdiinnte Schwefel- 
saure; 

4, Fallung mit Phosphorwolframsiure in saurer Lésung 
(1 n-Schwefelsiure): 

5. Entfernung der iiberschiissigen Phosphorwolframsiure aus 
dem vitaminhaltigen Filtrat durch Ausschiitteln mit Amylalkohol; 

6. Fallung mit Silbernitrat in saurer Lésung (1n-Schwefel- 
saure); 





6) Vgl. auch R. R. Williams, R. E. Waterman u. S. Gurin, J. of 
biol. Chem. 83, 321 (1929). 

17) Zur Darstellung vgl. die folgende Arbeit. S. 34. 

1) Vgl. die voranstehende Mitteilung. 

*) Biochemie. J. 25, 945 (1931). 
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Das Vitamin verbleibt dabei gréBtenteils in Loisung.’) 

7. Fallung des Filtrates mit Silbernitrat bei neutraler 
Reaktion; 

8. Zerlegung der in neutraler Liésung auftretenden, vitamin- 
haltigen Silberfallung mit verdiinnter Salzsaure: 

9. Ausfillung von Begleitstoffen durch Alkohol. 

Die so dargestellten Konzentrate besaBen gelbe Farbe und 
zeigten schwach gelbgriine Fluorescenz. Eine Vitamin B,-Einheit*) 
wurde aus 5—15g frischer Leber erhalten, entsprechend einer 
Ausbeute von 3,3—10°/,; das Trockengewicht der Einheit sank 
im Laufe der Reinigungsoperationen von 25 mg auf etwa 3—5 mg’), 
so dab nur eine 5—8 fache Konzentrierung des Vitamins er- 
reicht war. In wenigen Fallen erhielten wir nach dem obigen 
Verfahren farblose Lésungen, die dann aber auch keine Vitamin- 
wirksamkeit besaBen. 


2. Adsorptionsmethoden. 

Die nach dem Fallungsverfahren dargestellten Vitaminkonzen- 
trate enthielten reichlich anorganische Salze (Phosphate, Chloride, 
Nitrate u. a.); beim weiteren Fallen mit Alkohol oder Aceton 
wurde mit diesen auch das Vitamin B, niedergeschlagen. Wegen 
der Wasserléslichkeit des Vitamins erschien uns eine Abtrennung 
der anorganischen Begleitstoffe durch Umkrystallisieren nicht 
aussichtsreich. Daher verliefen wir das Fillungsverfahren und 
versuchten die Anreicherung des Vitamins mit Hilfe von Adsorp- 
tionsmitteln durchzufiihren. 

P. A. Levene*) gibt an, daB sich aus Hefekochsaft durch 
Adsorption an Silicagel Vitamin B, und unwirksame Begleitsub- 
stanzen entfernen und durch anschlieBende Acetonfallung Pra- 
parate darstellen lassen, die in Tagesdosen von 5—7 mg normales 
Wachstum hervorrufen. Die Nacharbeitung dieses Verfahrens 
lieferte eine hellbraun gefarbte, wirksame Substanz, deren Aktivitat 
aber bei weitem nicht den Angaben von P. A. Levene entsprach.*) 

) Auch durch saure Mercurisulfat-Lésung wird das Vitamin B, nicht 
gefallt. 

2) Definition vgl. die voranstehende Arbeit. 

*) Organische Substanz, nach Abzug des Gliihriickstandes. 

4) J. of biol. Chem. 95, 325 (1932). 

*} Vgl. dazu auch: J. C. Drummond, .Recent Researches on the 
Nature and Function of Vitamins“. Royal Soc. of Arts, April-May 1932, 10. 
Dabei ist zu beriicksichtigen, da8 widersprechende Angaben iiber die Wirk- 
samkeit von Vitaminpraparaten auf verschiedener Testmethode (Unterschiede 
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Bei fortgesetzter Reinigung nach der dort angegebenen Vorschrift 
ging die b,-Wirksamkeit véllig verloren. 

Zur Darstellung wirksamer Konzentrate fanden wir die Ad- 
sorption an Fullererde in 1 n-saurer Lésung') und Elution 
der Adsorbate mit verdiinntem Pyridin’) besonders geeignet.’) 
Die Anwendung dieses Verfahrens auf verschiedene Naturprodukte 
fihrte zur Feststellung einer auffallenden Parallelitat zwischen 
der Verbreitung des Vitamins B, im Tier- und Pflanzenreich und 
der Verbreitung wasserléslicher gelber, griin fluorescierender 
Farbstoffe’) (Flavine). Dieses Ergebnis, sowie die Zerstérung 
des Vitamin B, durch sichtbares Licht*) fihrten zu unserer 
Arbeitshypothese, dai das Vitamin B, selbst ein Flavinfarbstoff ist.*) 

Zur weiteren Anreicherung der Flavinfarbstoffe war Adsorp- 
tion an Fullererde in neutraler Lésung oder an Frankonit 
,KL*“*) und Elution mit verdiinntem Pyridin geeignet.*) In den 
nach der zweiten Adsorption erhaltenen Lisungen trat die gelbe 
Farbe und gelbgriine Fluorescenz besonders intensiv in Erschei- 
nung, aber in den meisten Fallen war die B,-Wirksamkeit ver- 
schwunden, Auch Fiitterung der farblosen Adsorptionsmutterlaugen 
rief kein Wachstum hervor. Zur Erklirung dieses Befundes waren 
3 Méglichkeiten zu priifen: 

1. Zerstérung des Vitamins, 

2. Irreversible Adsorption, 

3. Aufteilung des Vitamins in mehrere Faktoren, von denen 
jeder nur in Gemeinschaft mit den anderen Wachstumswirkung 
entfalten kann. 


in der Diit) beruhen kénnen. Dies gilt besonders fiir Versuche mit den 
Vitaminen. der B-Gruppe, wo die Ausschaltung nur eines B-Faktors aus 
der Diit bei gleichzeitig ausreichendem Vorhandensein der tibrigen B-Vita- 
mine oft schwer zu erreichen ist. 

1) A. Seidell, U. S. Publ. Health Rep. 31, 364 (1916); W. D. Salo- 
mon, N. B. Guerrant u. J. M. Hays, J. of biol. Chem. 80, 91 (1928); 
B. T. Narayanan u. J.C. Drummond, Biochemic. J. 24, 19 (1930). 

2) R. Kuhn, P. Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 317 (1933). 

5) Dieser Methode bedienten sich spiter auch P.Karrer u. H.v. Euler 
zur Darstellung von B,-Konzentraten aus Leber (Arkiv f. Kemi, Mineral. 
och. Geol. 11 B, Nr. 16, 1 (1933). 

*) Diese Annahme hat sich inzwischen als richtig erwiesen. 

5) Pfirschinger Mineralwerke, Kitzingen a. M. (Bayern). 

6) R. Kuhn, P. Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 576, 1034 
(1933). Auch Tierkohle adsorbiert Flavine sehr gut. Die Adsorption an 
Talk gelingt nur in reinen Lésungen: ungeeignet sind Aluminiumoxyd, 
Fasertonerde, Calciumcarbonat, Kaolin und Kieselgur. 
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Wie bereits kurz mitgeteilt wurde’) und in einer folgenden 
Abhandlung ausfiihrlich belegt werden soll, trifft die zuletzt ge- 
nannte Méglichkeit zu. Die fir alle biologischen Versuche der 
| vorliegenden und der voranstehenden Abhandlung verwendete 
Grunddiit von A. Bourquin und H.C.Sherman ist nicht spezi- 
fisch fiir Vitamin B,-Mangel, sie enthailt auch Vitamin B, in un- 
t geniigender Menge. Die angefiihrten Ausbeuten an Vitamin B, 
| stellen daher Mindestwerte dar, die durch den jeweiligen Gehalt 
der Priparate an Vitamin B, mitbedingt erscheinen. 


Es war von Interesse, Organe gesunder und B,-frei ernihrter Ratten 
auf ihren Flavingehalt zu untersuchen. Die aus den Lebern, Nieren und 
| Herzen dreier junger, etwa 45 g schwerer, normal ernihrter und dreier 
gleich schwerer (aber etwa 4—6 Wochen ilterer) B,-arm ernéhrter Ratten 
nach dem Adsorptions-Elutionsverfahren dargestellten Flavinkonzentrate 
waren praktisch gleich stark gefirbt. Dieser Befund ist mit der Farbstoff- 
hypothese nicht unvereinbar: es ist nimlich die Sherman-Bourquin-Diat 
nicht absolut frei von Vitamin B,, sondern es sind geringe Mengen darin 
enthalten (vgl. die vorhergehende Arbeit), deren Menge das Wachstum 
begrenzt. 

Die Gewichte von Lebern und Nieren gleich schwerer, gesunder und 
vitaminfrei ernihrter Tiere waren praktisch dieselben (Schwankungen bis 
10°/,), wihrend die Herzen der B,-avitaminotischen Ratten durchschnittlich 
30°/, leichter waren (Beobachtungen an 14 Tieren). 

Herr H. Ruska war so freundlich, im Institut von Herrn Geheimrat 
L. v. Kreh! die Atmung von frischen Leberschnitten gesunder und B,-arm 
| ernihrter Ratten nach der Manometermethode von O. Warburg zu ver- 
gleichen. Die Resultate waren: 














‘ Normal ernahrt B,-arm ernidbrt 
Q,.% Gewicht der Tiere 0. 2% Gewicht der Tiere 
Os in g *Os in g 
8,3 250 D,2 37.5 

7,1 250 6,7 23,5 

7.4 200 5.5 37,5 

10.4 59,5 4.7 28.8 

8,4 17,3 

Mittel 8,3 Mittel 5,5 





Die Atmung des Gewebes der B,-avitaminotischen Ratten ist demnack 
gegeniiber derjenigen normalen Lebergewebes um etwa 30°/, herabgesetzt. 


Sencutaietmennennnapiemn manent 


7 ) Naturw. 21, 560 (1933). 
QO, = _ Kubikzentimeter O,-Aufnahme 

S: Zeit in Stunden x mg Trockengewicht’ 
phat-Normalringerlésung nach B. Kisch [Biochem. Z. 257, 95 (1933); 263, 
75 (1933)] gemessen. Die von uns beobachteten Qo,-Werte normaler Ratten- 
lebern stimmen mit den dort angegebenen gut iiberein. 


Es wurde in Phos- 
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Experimenteller Teil. 


B,-Konzentrate aus Leber nach dem Fallungsverfahren. a) Dar- 
stellung von Leberkochsaft. Frische Rinderleber wird fein zerkleinert, 
indem man sie zweimal durch eine Fleischmaschine treibt. Von dem er- 
haltenen Leberbrei werden 1500 g') in 2500 cem kochendes, destilliertes 
Wasser eingetragen und das Kochen unter stetigem Umriihren 8 Minuten 
lang fortgesetzt. Man verwendet zweckmiBig einen unbeschidigten Emaille- 
topf (5 Liter), der mit einem 4-Brenner erhitzt wird. Es wird noch warm 
abgesaugt und der Riickstand mit 500 ccm Wasser nachgewaschen. Die 


biologische Wirksamkeit ist aus Fig. 1 ersichtlich. 
Bei 18 Monate langem Stehen 
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Fig. 1. Fig. 2. 
Wachstumswirkung steigender Mengen von Zerlegte Bleifallung. 0,3 ccm Lésung 
Kochsaft aus Rinderleber. Die gestrichelte (8 mg Trockengewicht) 
Linie entspricht 1 Einheit Vitamin B,. 1,4ccm entsprechen 1g Frischleber. 


Kochsaft (aus 1 gFrischleber, enthalten 52 mg 
Trockengewicht. 


gesiittigter Bleiacetatlésung, bis nichts mehr ausfillt; es sind etwa 100 cem 
erforderlich. Den Niederschlag lift man absitzen und hebert die iiber- 
stehende Fliissigkeit ab. Der Bleiniederschlag wird einige Male mit warmem, 
destilliertem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser nur mehr schwach 
gefirbt ist. Dieses hebert man jeweils nach dem Absitzen des Nieder- 
schlages ab. 

c) Zerlegung des Bleiniederschlages. Der Bleiniederschlag 
wird in heiBem, destilliertem Wasser aufgeschlimmt, in geringem Uberschub 
mit 2 n-Schwefelsiure versetzt (Kongopapier soll rein blau werden) und 
entweder '/, Stunde lang geriihrt oder auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 


1) Alle folgenden MaBangaben beziehen sich auf einen Ansatz mit 
1,5 kg Frischleber. 
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Man zentrifugiert') und schiittelt das Bleisulfat noch 1—2 mal mit etwas 
iiberschiissiger verdiinnter Schwefelsiiure, bis die abzentrifugierte triibe 
Fliissigkeit nur mehr schwach gefirbt ist.2) Das vereinigte Fliissigkeits 
volumen soll etwa 600—800 ccm betragen. 

In diesem Stadium reduzieren die Loésungen (im Gegensatz zum Koch- 
saft) Fehlingsche Lésung nicht mehr: die Reaktion auf SH-Gruppen mit 
Nitroprussidnatrium ist meistens deutlich positiv. Fig. 2 zeigt die Wachs. 
tumswirkung einer zerlegten Bleifillung. 

d) Fallung mit Phosphorwolframsiure. In einer kleinen Probe 
der Lésung ermittelt man die Menge freier Mineralsiure durch Titration 
mit 1 n-Natronlauge bis zur Neutralitét gegeniiber Kongopapier. Dann 
fiigt man soviel 50°,ige Schwefe'siiure zu, daB die Lésung 5 Vol.-° 
Schwefelsiure entbilt. Die saure Lisung wird mit der eben hinreichenden 
Menge einer schwefelsauren cepticias orwolframsidurelésu ung (100 g Phosphor 
wolframsidure + 500 cem 5 Vol.-°/,iger Sct:\wefelsiure) gefallt. Dax durch werden 
Begleitstoffe entfernt, wahrend das Vitamin in Liésung bleibt. 

Aus dem Filtrat entfernt man die iiberschiissige Phosphorwolframsdure 
durch mehrfaches Ausschiitteln mit Amylalkohol. Es kann dazu stets der- 
selbe Amylalkohol verwendet werden, dem man darch Ausschiitteln mit 
Natronlauge die geléste Phosphorwolframsiure wieder entzieht. Wenn sich 
beim ersten Ausschiitteln die Schichten nicht gut trennen, setzt man etwas 
Ather zu. Nach dem Ausschiitteln mit Amylalkohol wird der, in der wab- 
rigen Schicht geléste Amylalkohol erst mit Ather und dieser schlieBlich 
mit Petrolither ausges schiittelt. Alle Phosphorwolframsdure ist entfernt, 
wenn eine Probe der waBrigen Liésung beim Erhitzen mit Zinkspanen und 
dem gieichen Volumen konzentrierter HC! keine, oder nur eine ganz 
schwache Blaufirbung gibt. a4 wibrige Lésung wird durch kurzes Eva- 
kuieren von geléstem Ather und Petrolither befreit. 

Die Wirksamkeit einer mit Bleiacetat und Phosphorwolframsaure ge- 
reinigten Lésung ist aus Fig. 3 ersichtlich. Diese Lésung gab keine Biuret 
reaktion mehr, die Reaktion nach Molisch war deutlich positiv. 

e) Fallung mit Silbernitrat. Man setzt 25° ,ige Silbernitratlésung 
zu, bis kein Niederschiag mehr ausfilit: dieser kann verworfen werden. 
Die vom Silberniederschlag abgetrennte Fiiissigkeit wird mit 2 n-NaOH 
neutralisiert bis Kongopapier nicht mehr rein blau, sondern blauviolett 
gefarbt wird. Dabei fillt eine geringe Menge brauner Flocken aus. die 
man absitzen laBt. Die klare Fiiissigkeit wird mit 2 n-NaOH weiter bis 
zur neutralen Reaktion gegen Lackmus versetzt. Dann fiigt man 25°), ige 
Silbernitratlésung hinzu, bis nichts mehr ausfalit. Es tritt dabei in der 
Lésung wieder Siure auf, die durch Zusatz von Natronlauge bis zur Neutra- 
litat gegen Lackmus abgestumpft wird, worauf man nochmals AgNO,-Lésung 
zufiigt, bis nichts mehr ausfillt. Die tiberstehende Fliissigkeit soll farblos 
sein. Die Fallung mit AgNO, wird bei gedimpftem Licht ausgefiihrt, da 


*) Falls keine Zentrifuge fiir groBe Fliissigkeitsmengen zur Verfiigung 
steht, kann man sich hier und bei den sp&teren Fallungen in der Weise 
behelfen, daB man den Niederschlag absitzen lat, die dariiberstehende 
Flissigkeit abhebert und erst dann zentrifugiert bzw. filtriert. 

*) Starke Schaumbildung kann durch Zusatz von einigen Tropfen Octyl- 
alkohol beseitigt werden. 
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sich der Niederschlag bei grellem Tageslicht rasch verfirbt. Es wird ab- 
zentrifugiert und mit ein wenig warmem Wasser gewaschen. 

Die Zerlegung des Silberniederschlages geschieht in gleicher Weise 
wie die des Bleiniederschlags (S. 31), nur unter Verwendung von 2 n-Chlor- 
wasserstoffsiure an Stelle von Schwefelsiiure. Ein groBer Uberschu8 yon HC! 
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Fig. 3. Fig. 4. 
Filtrat der Phosphorwolframsdurefillung. Zerlegte Silberfaillung. 1,5 ccm Lésung (P 98) 
icem der Lésung entspricht 3,9 g Frischleber. entsprechen 3,6 g Frischleber. 


soll méglichst vermieden werden, doch ist darauf zu achten, dab die Lésung 
auch nach dem Schiitteln noch Chlorionen enthilt. Der Silberniederschlag 
besteht nimlich zu einem groBben Teil aus Silberphosphat, das bei Behand- 
lung mit zu wenig HCl saures Silberphosphat in Lésung gehen labt. Fig. 4 
gibt ein Beispiel fiir die Wirksamkeit einer zerlegten Silberfillung. 
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Filtrat der Alkoholfaillung’ 1ccm der Lésung Filtrat der Alkoholfaillung. 1 ccm der Lésung 
(P 105, aus P98 dargestellt) entspricht 7,2 ¢ (P 134) entspricht 8,9 g Frischleber. 


Frischleber. 


f) Alkoholfillung. Die salzsaure Lésung wird mit 2 n-NaOH ver- 
setzt bis Kongopapier nicht mehr gebliut wird und im Vakuum eingeengt, 
bis auf 75 cem je 1500 g Leber. Dabei ausfallende Flocken werden ab- 
zentrifugiert. Nun wird mit dem 12,5 fachen Volumen absolutem Alkohol 
unter Rihren versetzt. Die ausgefiillte ziihe Masse (hauptsichlich Glykogen 
und Salze) wird kurze Zeit unter der Alkohollésung mit dem Glasstab ver- 
rieben und dann abzentrifugiert; man wiischt mit etwas 96°,igem Alkohol 
nach. Die hellgelbe, alkoholische Lésung, welche das Vitamin b, (und B,) 
enthilt, wird im Vakuum bei 40—60° auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Die Figg. 5 und 6 belegen die Wirksamkeit der nach Fallung mit Alkohol 
erhaltenen Vitaminpriiparate, die nur noch andeutungsweise Ninhydrin- und 
Molischreaktion zeigten. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIII. o 
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Adsorptionsmethoden. Die Darstellung von Vitamin B,-Konzen- 
traten aus Eieralbumin und aus Milch nach dem Adsorptions- 
Elutionsverfahren ist bereits beschrieben.') In ganz abnlicher 
Weise kénnen Vitamin B,- bzw. Flavinkonzentrate auch aus Koch- 
siften von Leber, Herz, Niere, Hefe usw. hergestellt werden. 
Die folgende Vorschrift fir die Verarbeitung von Herz hat sich 
bei oftmals wiederholten Darstellungen gut bewahrt: 


Zu 450 cem Kochsaft aus Rinderherz?) figt man 37 ccm 
konzentrierte Salzsiure, zentrifugiert oder filtriert falls nétig und 
rihrt mit 2,5 g Fullererde 1 Stunde lang. Man zentrifugiert 

und wischt die Fullererde mit destillier- 

#7 ;—~ +71 tem Wasser so lange, bis das Wasch- 
wasser keine Reaktion mit Silbernitrat 
mehr gibt. Zwecks Elution riihrt man die 
gewaschene Fullererde mit einer Mi- 
schung von 120 ccm destilliertem Wasser, 
Dade 30 ccm Methanol und 30 ccm Pyridin 

ie * a Se © 11/, Stunden lang. Nach dem Zentrifu- 

en ; . < ‘ , 
Fig. 7. gieren wird auf 60 ccm im Vakuum bei 
Elution der Fullererde-Adsorbate hédchstens 60° Badtemperatur eingeengt 


mit Pyridin. A aus Campolon 


(taglich 1 ccm); B aus Eieralbu- ynd nochmals zentrifugiert. Man versetzt 
min (taglich 1 cem mit 0,150 mg 4 a 
Trockengewicht entsprech. 15g mit dem gleichen Volumen absoluten Me- 
Eieralbumin; von der 4. Woche ; a : 

an die doppelte Menge). thanol, zentrifugiert und engt die braun- 


gelbe Lésung im Vakuum auf 20 ccm ein. 








Gent At sr or 





j 





Eine so dargestellte Lésung wurde mit Wasser so weit ver- 
diinnt, dab 1 ccm 5g Herz (Frischgewicht) entsprach. Das Trocken- 
gewicht war 0,814 mg/1 ccm. Eine B,-frei ernaéhrte Ratte zeigte 
beim Fiittern mit 1,5 ccm dieser Lésung in 14 Tagen eine Ge- 
wichtszunahme von 19 g. 


Fig. 7 zeigt Wachstumskurven entsprechend dargestellter 
Flavinlésungen aus Eieralbumin und aus Campolon. Das Cam- 
polon wurde mit Fullererde bei neutraler Reaktion behandelt. 
Die von Pyridin befreite Elution, die fiir den Tierversuch diente, 
enthielt in 1 com 30 mg Trockengewicht und nach colorimetrischem 
Vergleich mit Lactoflavin 0,050 mg Flavin/1 ccm. 


1) R. Kuhn, P. Gyorgy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 
66, 576, 1034 (1933); dort auch die Vorschriften fiir die Adsorption an Fuller- 
erde oder Frankonit in neutraler Lésung. 

*) Darstellung wie fiir Leberkochsaft angegeben. 
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Nachschrift bei der Korrektur 


Die Tatsache, daB unsere B,-Mangeltiere nur selten gering- 
fiigige Hautveranderungen zeigen und daf es einen besonderen 
Ernahrungsfaktor (Vitamin H, P. Gyérgy) gibt, dessen Mangel zu 
intensiven Hautverinderungen fiihrt, ist von M. H. Roscoe?) dahin 
ausgelegt worden, wir hitten das Vitamin B, in 2 Faktoren zerlegt, 
von denen der eine nur Wachstum, der andere die Heilung der 
Hauterscheinungen bewirke. Dies ist keineswegs der Fall. Das 
Vitamin H besitzt véllig andere Léslichkeitseigenschaften als die 
Vitamine der B-Gruppe und fehlt daher schon in ganz rohen 
B,-Praparaten wie Hefeausziigen u. a. 


') Biochem. Journ. 27, 1533, 1537 (1933). 














Uber Lipase- und Esterasewirkung des Pankreassaftes. 
Von 
H. P. Wolvekamp und K. Griffioen. 


(Aus dem Zoologischen Institut der Reichsuniversitat Leiden.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2%. November 1933.) 


I. Einleitung. 

Bei der Untersuchung der verschiedenen Esterasen durch 
Willstatter und Mitarbeiter zeigte es sich, daB die Pankreas- 
ausziige die eigentlichen Fette und auch Tributyrin sehr gut spalten. 
wahrend Triazetin und mono-Ester wie Methylbutyrat wenlg an- 
gegrifien werden. Dagegen spalten Leberausziige besonders dix 
niederen Ester sehr gut, wihrend echte Fette sehr schlecht hydro- 
lysiert werden.') Auch durch weitgehende Reinigung ist es nicht 
méglich, die diesbeziiglichen Unterschiede zwischen Leber- und 
Pankreaspraparaten zum Verschwinden zu bringen. Willstatter 
meinte deshalb, daB die Existenz zweier verschiedener Enzyme 
angenommen werden muB: einer echten ,.Lipase* im Pankreas 
und einer ,,.Esterase“ in der Leber. Auferdem besteht eine stereo- 
chemische Spezifitit: Leberesterase (mit Ausnahme der Leber- 
esterase des Menschen, die wieder die ]-Form auswihlt) bevor- 
zugt bei der Hydrolyse eines Racemats d-Mandelsaureester: 
Pankreaslipase spaltet besonders die linksdrehende Form.) Weiter 
sollte das Vorkommen zweier oder m Siosinae Enzyme im Pesksves 
mit Lipase- bzw. Esterasewirkung unw ahrscheinlich sein, weil das 
Verhiltnis zwischen Reaktionsgeschwindi gkeit und Enzymkonzen- 
tration fiir verschiedene Substrate das gleiche bleibt.’) 

Die Magenlipase hat man durch Abtrennung der sogenannten 
..Begleitstoffe* mit der Pankreaslipase zu identifizieren versucht 





) R. Willstaitter u. F. Memmen, Diese Z. 138, 216 (1924). 

* R. Willsta&tter, E. Bamann u. J. Waldschmidt - Graser. 
Ebenda 173, 155 (1928). 

* R. Willstatter vu. F. Memmen,. Diese Z. 199, 1 (19 
247 (1923 24). 
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identisches p,-Optimum)’), doch wurde spater gefunden, dab 
stereochemische Unterschiede bestehen, ja selbst die Magenlipasen 
verschiedener Tiere in dieser Hinsicht unter sich nicht gleich 
sind.?) Von besonderer Bedeutung ist der Befund, da die Wir- 
kungsweise eines Esterasesystems sich andert, nachdem der kolloide 
‘Trager der aktiven Gruppe — der offenbar EiweiBnatur hat — 
durch Proteolyse teilweise abgebaut worden ist.*) A.J. Virtanen 
und P. Suomaleinen fanden, dab nach intravenéser Einspritzung 
von Pankreaslipase die Leberesterase eine um das 2 fache erhéhte 
Wirkung zeigte ohne Anderung der Spezifitét. Anscheinend hat 
die Leber die Fahigkeit, die Lipase in Esterase umzusetzen, wobei 
wahrscheinlich nur der Traiger umgebaut zu werden braucht.*) 


SchlieBlich haben G. M. Schwab, E. Bamann und P. Lae- 
verenz sich eingehend beschiftigt mit der Untersuchung der 
Konfigurationsspezifitat der Leberesterase des Menschen mittels 
kinetischer Behandlung der Einzelvorgange bei der Spaltung 
racemischer Ester. Sie meinen, daf ,die Gruppen, die den 
(+)-Ester spalten und eine nur geringe Affinitat zum (—)-Ester 
haben, nieht identisch sind mit den Gruppen, die mit grofer 
Affinitat den (—)}-Ester anlagern und spalten und die iberdies 
allein befahigt scheinen, héhere Komplexe mit mehreren Substrat- 
molekeln oder mit Substrat und Hemmungskérpern zu _ bilden“. 
Sie glauben iibrigens, daS man nicht anzunehmen braucht, dab 
es in diesem Falle zwei absolut verschiedene Enzyme gibt, viel- 
mehr nehmen sie an, daB es eine kontinuierliche Reihe von 
nzymkomplexen gibt, worin ,,dieselbe katalytisch aktive Gruppe 
je nach ihrer Lage an demselben kolloidalen Trager verschieden- 
artige Feldwirkungen ausiibt“.°) 


Il. Eigene Versuche. 


Unser Ziel war zu untersuchen, ob es nicht méglich sei nach- 
zuweisen, daB bei der Spaltung zweier Substrate nicht ein und 


1) R. Willstaitter, F. Haurowitz u. F. Memmen, Diese Z. 140, 
203 (1924); F. Haurowitz u. W. Petrou, Ebenda 144, 68 (1925). 

2) Diese Z. 178, 16 (1928). In dieser Publikation erwihnten Will- 
stitter und Bamann auch die Méglichkeit, daB die ,,Magenlipase“ ein 
Enzymgemisch sei. 

5) E. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. chem. Ges. 65, I, 2939 (1930. 

‘) Zitiert nach E. Bamann, S. Mahdihassan u. P. Laeverenz, 


Diese Z. 215, 142 (1933). 


5) Diese Z. 215, 121 (1933). 
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dasselbe Enzym oder Enzymkomplex wirksam sei, sondern fir 
jedes Substrat ein besonderes Enzym. 

Wir haben dabei die Enzymextrakte unter den Einfiuf 
schadigender Umstiinde gebracht, wobei, wenn das eine Enzym 
resistenter ist als das andere, nach einiger Zeit ein Enzym ginz- 
lich vernichtet ist und somit von den zwei gewahlten Substraten 
(in unserem Falle Tributyrin oder Athylacetat) nur eins ge- 
spalten wird. 

In dieser Weise hat in der letzten Zeit G. A. van Klinken- 
berg’) das Bestehen zweier Amylasen (einer sogenannten e@- und 
einer §-Amylase) nachweisen kénnen. Allerdings wire eine Trennung 
der Komponente eines eventuell vorhandenen Enzymgemisches 
mit Hilfe der Adsorptionstechnik nach Willstatter zu_bevor- 
zugen, aber es ist bei der offenbar sehr groBen Ahnlichkeit dieser 
Enzyme nicht wahrscheinlich, da8 eine Trennung leicht gelingen wird. 

Die Pankreasextrakte wurden in verschiedenen Versuchsreihen wihrend 
verschiedener Zeitdauer einer hohen Temperatur, oder einem ungiinstigen 
PH ausgesetzt und nachher auf ihre Aktivitit untersucht. 

Es wurde ein Pankreaspriiparat nach Willstitter benutzt: Rinder- 
pankreas wurde einige Male in einer Fleischmiihle zermahlen und mit Aceton 
und Ather entfettet und getrocknet. Von dem so erhaltenen Pulver wurde 
ein Quantum mit Glycerin 80°/, im Mérser zerrieben (auf 100 mg Pulver 
3 eem Glycerin). Dieses Gemisch wurde etwa 18 Stunden bei 30° gelassen. 
Davach wurde Wasser zugegeben (auf 3 ccm Glycerinextrakt 7 ccm Wasser), 
tiichtig geschiittelt und in der ,,Lundgrenzentrifuge“ mit Tourenzah] 3400 
zentrifugiert. Die iiberstehende klare Fliissigkeit wurde noch am selben 
Tage benutzt. Die Versuchsreihen, die unter sich verglichen werden muBten, 
wurden immer mit demselben Enzymextrakte angestellt. 

Die gesittigte Tributyrinlésung wurde in der tblichen Weise her- 
gestellt. Von Athylacetat wurde keine Lésung benutzt, da diese sich sehr 
schlecht halt, dafiir wurde in jedes Versuchsrohr 1 cem Acetat auf 30 eem 
Totalfliissigkeit gegeben. 

Die Bestimmung der Spaltung fand nach Knaffl-Lenz statt*), wobei 
die Hydrolyse in Réhren aus Jena-Glas stattfand und fortwihrend Lauge 
+ 0,005 n zugetropft wurde, um die gebildete Fettsiure zu neutralisieren 
und das p;, ungefahr konstant zu erhalten. Dabei wurden Standardréhrchen 
mit etwa 30 ccm Puffergemisch, wovon das py elektrometrisch kontrolliert 
wurde, und einem passenden Indicator benutzt. Die Versuchsréhren wurden 
mit Gummistépseln verschlossen und die Filiissigkeit beim Titrieren mittels 
an Seidenfiiden aufgehingter Glasspiralen geriihrt. 

Da alle Versuche unter genau denselben Umstiinden angestellt wurden, 
war eine ,,ausgleichende“ Aktivierung nicht nétig. 

Zuerst wurde bei einem py von 7,4 gearbeitet. Es findet dann aber 
eine starke Spontanhydrolyse des Athylacetats statt: daneben tritt eine 


1) Diese Z. 209, 253 (1932). 
*) Arch. f. exper. Path.u. Pharmakol. 97, 242 (1923). 
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schwache Autolyse im Pankreasextrakte auf. Deshalb wurde spiiter ein p, 















































fiir von 5,95 gewahlt, wobei die Enzymspaltung zwar langsamer verliuft, dafiir 
aber obenerwéhnte stérende Begleiterscheinungen nicht auftreten. 
uf 
at A. Herabsetzung der Aktivitat durch Erhitzung. 
1Z.- Aus unseren diesbeziiglichen Versuchen geht hervor, dab die 
en Athylacetatspaltung nach Erhitzung der Enzymextrakte schneller 
e- herabgesetzt wird als die des Tributyrins. Zwar muB8 hervor- 
gehoben werden, da eine zahlenmiBige Vergleichung der Spaltung 
n- beider Substrate nicht angestellt werden konnte, weil im Falle 
nd der Tributyrinhydrolyse, das Substrat in einer wenig konzentrierten 
ng Liésung vorliegt, Athylacetat aber im tiberschu8: vorhanden ist. 
es Nur wenn die Enzymkonzentration durch Schadigung herabgesetzt 
r- worden war zeigten die Tributyrinkurven einen fast linearen Ver- 
er lauf, wihrend die Acetatspaltung von Anfang an fast linear verlief. 
d. Wir meinten von Anfang an von einer mathematischen Formu- 
nd lierung der Ergebnisse absehen zu miissen, da es sich gezeict 
on hat, da die Esterasekinetik sehr komplexer Natur ist (G. Schwab, 
4 EK. Bamann und P. Laeverenz).’) 
on : 
_ Tabelle 1. 
er Einflu8 der Erhitzung auf die Aktivitit. 
n. Fiir die Versuche mit Tributyrin: 25 ccm Tributyrinlésung + 5 cem Enzym- 
r), extrakt. Fir die Athylacetatversuche: 1ccm Acetat + 19 cem Wasser + 
0 10 cem Enzymextrakt. Titrierbase: 0,0051 n-KOH; Indicator Bromkresol- 
nl purpur; Temp. 32,5°; py, 5,95. 
n, = 
Enzympriparat nicht | Enzymprip. 45 Min. | Enzymprip. 90 Min. | Spontan- 
r 1 erhitzt auf 67° erhitzt auf 67° erhitzt hydrolyse 
ir ~ | des Athyi- 
Mn Tributy rin Athylacetat Tributyrin |Athylacetat Tributyrin | ‘Athylacetat acetuats 
i zit KO Zeit KOH zeit [KOH zeit |KOH Zeit KOH Zeit KOH Zeit KOH 
= | | eem | ecm | cem | /eem ‘m | cem cem 
re _ ——— ———_———————— — ——————————— A a ———————— a 
} i + } | 
- i 0,00 | 11? | 0,00 | 11°° | 0,00 | 12° | 0,00 124 | 0,00 12°° | 0,00 11*° | 0,00 
n 1143; 1,40 | 114 | 0,18 | 12"? | 0,29 | 12% | 0,03 | 13? | 0,05 | 1345 | 6,00 12’ | 0,03 
t | 1158 | 1,84 | 124 | 0,33 | 12°7| 0,45 | 125°! 0,07 | 1322| 0,10 | 135 |0,05 | 12% | 0,04 
n 12'?| 2.06 | 12° _ 0,52 1257 | 0,60 | 18; — | 1847] 0,13 | 149 | 0,10 13° 0,08 
ls 12% | 2.30 | 125°| 0,71 | 13'7| 0,73 | 14° | 0,17 14'?| 0,20 14° | 0,15 14° | 0,10 
13° | 2.48 | 18 | 0,92 | 13%*/ 0,87 | 149° 0,24 | 14% | 0.28 | 155° | 0,21 | 15" 0,12 
’ 13°3/ 2.52 | 189 | 1,11 | 135 | 1,00 | 15° | 0.29 |] 15'*| 0,32 | 165 | 0,28 | 154° | 0,15 
} ; 79 ] 
' 13° | 2,61 | 13° | 1,45 | 14°°/ 1,14 | 16° | 0,42 15%? | 0,36 
14°°| 2,70 | 14° | 1,90 14°) 1 528 | 16! | 0,42 | 
. 15°) 2,80 | 15°° | 2,30 | 155° 1,55 | 16* | 0,52 
e | | 167°) 1,64 
‘) Diese Z. 215, 121 (1938). 
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Aus Tab. 1 ist ersichtlich, dab nach einer Vorbehandlung 
des Enzympraparates durch Erhitzen auf 67° wihrend 45 Minuten 
die Acetatspaltung minimal geworden ist. Diese Spaltung wird 
durch eine langerwahrende Erhitzung noch kaum weiter gedriickt, 
wahrend die Tributyrinspaltung noch betrachtlich weiter herab- 
gesetzt wird (Tab. 1). 


B. Enzymschiadigung durch alkalische Reaktion. 

Die Resultate einer Versuchsserie finden sich in Tab. 2. Die 
Inaktivierung ist hier fir Tributyrin- und Athylacetatspaltung 
ungefahr gleich groB. Auffallend ist die relativ gerimge Zunahme 
der Inaktivierung in der Zeit, die auf die ersten 60 Minuten 
folgt, denen der Extrakt der alkalischen Reaktion ausgesetzt 
wurde. 

Tabelle 2. 
Inaktivierung durch alkalische Reaktion. 
Wie Tab. 1. Titrierbase: 0,0055 n-KOH. 



































Pankreasextrakt nicht | Pankreasextrakt 60 Min.} Pankreasextrakt 90 Min. 
vorbehandelt bei py 9,92 bei py 9,92 
Tributyrin Athylacetat| Tributyrin Athylacetat] Tributyrin | Athylacetat 
Zeit KOH Zeit KOH Zeit KOH Zeit KC HT Zeit KOH Zeit KOH 

cem cem cem ecm ecm ccm 
11@) «60,00 11% 0,00] 127° 0,00 127% 0,00] 12% 0,00 125° | 0,00 
12? 1,09 12 0,27 | 12°° | 0,40 12° O08} 13° (0,40 13°83 | 0.08 
1237 | — 12% 0,43] 1258 0.74 13% O17] 18% 0.75 13° | 0.19 
12% | 1,90 12" | 0.721 13** | 1.08 | 13? 0,29 13*° | 1,04 1475 | 0,34 
13! 2.08 18° 0,90] 1846 1,35: 13°* 0,41 147° 1.33 145 0,49 
18@ |227 13% 1,18] 147° | 1,66! 147 | 0,5¢ 14° 1.53 1573 | 0.60 
14% 237 14% 1,33] 144 1,82 145% 0.65] 157 (1,73 15 0.69 
14* 14 = 152] 15°* | 1,99 | 15° id 15* 1,87 
15" | 2.51 15 1,70] 15** 2.08 155° 0) 
1541 255 15 1771 161 2.15 





Bei der Inaktivierung wurde auf p,, 9,92 eingestellt mit 0,1 
n-KOH mit Hilfe eines Borax—NaOH-Puffers (Indicator Thymol- 
phthalein). Mit 0,1 n-HCl wurde das p. auf 5,95 zuriickgebracht 
(genaue Einstellung mit Hilfe der Titrierbase’. 


C. Enzymschidigung durch saure Reaktion. 
Die besten Resultate wurden erhalten, indem wir das Enzym- 
system einer Reaktion p,, + 3,3 aussetzten, weil es hierbei gelang 
die Acetatspaltung auf 0 herabzusetzen. 
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Wie Tab. 1. 
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Tabelle 3. 


Inaktivierung durch saure Reaktion. 





Vom Acetat-Enzymgemisch, das Enzym enthilt, das wiihrend 


1 Stunde einem py 3,3 ausgesetzt war (Spalte 4), wurde nach 2 Stunden 
15 cem in ein neues Glasrohr pipettiert und 15 cem Tributyrinlésung zu- 
gefiigt, die Restlésung (+ 16 ccm) wurde mit Wasser auf 30 ccm aufgefiillt. 
Titrierbase: 0,0055 n-KOH. 





Tributyrin Athylacetat 


Zeit | Zeit co 


ecm 
11%7' 0,00 | a | ape 
11 1,08 11% | 0,33 
12% 2,00 | 127° | 0,60 
12) 2.80 | 1257 | 0,82 
13% 2.39 13%°| 1,07 
14°4/ 2.53 | 146 | 1,50 
4°? 2.56 | 14° | 1,70 
15%? 2,60 15% | 1,82 
15°? 2.63! 167 | 1,98 
162 2,66 | 16% | 2.09 
552 2,70 | 16% | 2.20 





Pankreasextrakt nicht 


vorbehandelt 














Pushaensoutenht 
60 Min. bei Pu 3 3 


Tributyrin Athylaceta 


Zeit 


11‘ 
13° 

12 
13'4 
13%4 


14% 
154 
15** 
164 


eh 


Feuvonsenteabe 
120 Min. bei Pu 3,3 








KOH 
ecm 


0,00 
0,10 
0,28 
0,41 
O57 


0,83 
0,93 
1,06 
1,15 
1,34 





‘Tributyrin ‘Athylacetat 





zeit KOH | Zeit KOH 
ecm eem 

13° 0,00 13" | 0,00 

3% 0,03 134! 0,00 

14° 0,04 14" 0,00 

14% 0.06 15" 0,00 

15° 0,10 

15* | 0,1 

16° 0,20 

16% | 0,25 

17° 0,27 


Zeit 


14/9 
14°” 
15" 

15%? 
161° 
164? 





179 


15cem der Los. 
aus Spalte 4 
+ Tributyrin- 
losung 15 cem 


KOH 


ccm 


0,00 
0,04 
0,15 
0,25 
0,34 
0,43 
0,49 


Tabelle 4. 
Wie Tab. 3, aber Halbierung der Fliissigkeitsmenge in Rohr 4 und Kontroll- 
experiment mit Tributyrin nach 1 Stunde. 


Titrierbase: 0,0055 n-KOH. 








P wail conasnalet alakt 
Vv orbehandelt 





| ributy rin Athylacetat 


. KOH) 7... KOH] , 





ecm Zeit ccm 

1*° 0,00 | 1122 0,00 
i1##) 1,42) 1142) 0,35 
11°) 1,80) 12% | 0.51 
2 | 2,12 | 127° | 0,84 
12) 240 12° 1,01 
139} — | 19%! 1.91 
134) 2.61 | 185% 1.45 
1449; 272 | 1492) 1,61 
154°) 2,77 | 145* | 1,78 
i6*? |) 2.81 | 1552 2.10 
2.3¢ 


Pankreasextrakt 
60 Min. bei Pu 3,3 


Tributyrin Athy lacetat 


Pankreasextrakt 
90 Min. bei Pu 3,3 


Tributy rin 1 |Athylacetat 











Zeit 


127 
1237 


1 957 


13" 


13*° 
1415 
14*° 
15'° 
15% 
1645 





15 cem d. Fliis 
sigk. a. Spalte 4 
+ Tributyrin- 
lésung 15 ecm 
KOH Zeit | KOH 
| ecm | ecm 
| 0,00 | 
0,00 
° | 0,00 
0,00] 13! 0,00 
0,00} 135 | 0,09 
0.00} 14¢ | 0,16 
14%? | 0,26 
15' 0,33 
15" 0,41 
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Die Enzymlésung wurde durch Zutropfen von 0,1 n-HCl aut 
das erwiinschte p, gebracht (Indicator Bromphenolblau). Ein- 
gestellt wurde auf ein Glykokoll—Salzsiure-Gemisch von p,, 3,34. 
Nachdem Substrat und Indicator (Bromkresolpurpur) zu 5 oder 
10 ccm des vorbehandelten Extrakts gegeben waren, wurde so- 
gleich mit 0,1 n-KOH und nachher mit der Titrierbase auf p,, 5,95 
eingestellt und der Hydrolyseverlauf in der gewohnten Weise 
verfolgt. 

Nach 1 stiindiger Vorbehandlung konunte eine Acetatspaltung 
nicht mehr nachgewiesen werden, wihrend die Tributyrinhydrolyse 
zwar stark herabgesetzt, aber sogar nach einer Vorbehandlung 
von 2 Stunden noch nicht aufgehoben war. 

Von besonderem Interesse ist, dai in den das Acetat ent- 
haltenden Gemischen, wo das Acetat nicht mehr gespalten wird, 
doch noch wirksames Enzym anwesend ist, weil nach Hinzu- 
fiigung von Tributyrin titrierbare Saiure auftritt. 

Tab. 3 und 4 zeigen die Resultate. 


Diskussion. 

Es will uns scheinen, da® unsere Ergebnisse sich am besten 
erklairen lassen durch die Annahme, da8 im Pankreas wenigstens 
zwei ,,Esterasen“ vorkommen, wovon die eine Tributyrin, die andere 
Athylacetat spaltet. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von 
Bamann und Mitarbeitern ware der Unterschied zwischen beiden 
Enzymen vielleicht nur in dem kolloiden Trager und nicht in 
der eigentlichen aktiven Gruppe zu suchen. Ob es zwischen 
diesen zwei .Enzymen“ Ubergangsstufen gibt, ist nicht ohne weiteres 
zu sagen. 

Es wird iibrigens nétig sein zu untersuchen, ob es nicht noch 
mehr ,,.Esterasen“ im Pankreas gibt, die jede auf eine bestimmte 
Gruppe von Estern besonders eingestellt sind. 

Wir haben an die Méglichkeit gedacht, daB die Ergebnisse von 
Bamann und Laeverenz [vgl. Anm.3, 8.37], titber Leberesterase 
so gedeutet werden kénnten, daB bei der Vorbehandlung des 
Enzyms durch Proteolyse oder Erwirmung auf 65° von zwei in 
ihrem optischen Auswihlen verschiedenen Enzymkomplexen das 
eine starker vernichtet wurde als das andere. Die von ihnen an- 
gefiihrten Zahlen berechtigen aber nicht zu dieser SchluBfolgerung: 
die totale Spaltung ist nach der Vorbehandlung nicht oder fast 
nicht kleiner geworden, wihrend die Anderung des optischen Aus- 
wahlens sehr groB ist. 






































Die Grignard-Reaktion an |-Prolin- und 1-Oxyprolinester, 
sowie an Dioxopiperazinen. 
Von 


J. Kapfhammer und A. Matthes. 





Aus den Physiologisch-chemischen Instituten der Universitaten Freiburg i. Br. und Leipzig. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. November 1933.) 


Diese Abhandlung bildet den Abschlu8 mehrerer vor einigen 
Jahren im Leipziger physiolog.-chem. Institut durchgefihrter 
Arbeiten, die die Einwirkung des Grignard-Reagens auf Amino- 
siuren untersuchten.') Es lag daher nahe, solche Untersuchungen 
auch auf die uns in gréBerer Menge zur Verfiigung stehenden 
Iminosauren 1-Prolin und 1-Oxyprolin auszudehnen. Wir hatten 
diese EiweiBbausteine aus Gelatine hergestellt.*) Fiir die Grignard- 
Reaktion war es notwendig, diese Iminosauren in ihre Ester iiber- 
zufiihren. Dabei zeigte sich, daB der l-Pyrrolidin- und der 1-Oxy- 
pyrrolidincarbonsiure-ithylester freiwillig in das entsprechende 
|-Dioxopiperazin iibergeht. Dies veranlaBte uns, auch die Dar- 
stellung dieser 1-Dioxopiperazine durchzuarbeiten und auch sie 
der Grignard-Reaktion zu unterwerfen. Wir erinnern daran, dab 
Dakin*) im Hydrolysat der Gelatine Oxyprolyl-prolylanhydrid 
nachgewiesen hat. 

Unsere urspriingliche Absicht war, jenen EiweiSbaustein, der 
die freie Carboxylgruppe trigt, durch die Grignard-Reaktion fest- 
zulegen. Es zeigte sich jedoch, daB Peptide nicht mehr gut um- 
gesetzt werden kénnen, weil sie in den Grignard-Reagentien un- 
léslich sind. AuBerdem bestehen soviele Méglichkeiten der Um- 
setzung, besonders wenn sie durch héhere Temperatur erzwungen 
wird — wie auch diese Mitteilung beweist —, daB nicht mehr 
damit gerechnet werden kann, die nach Grignard umgesetzte 
Aminosiure aus dem verwickelten Gemisch in ausreichender 
Menge herauszuholen. Das Ziel, das wir uns als Biochemiker 
gesteckt hatten, 1&Bt sich also nicht erreichen. Aus diesen 
Griinden haben wir auf jene griindlichere Durcharbeitung, wie 
sie eigentlich fiir Strukturbeweise zu fordern wire, bewuBt ver- 
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zichtet; dazu kam noch, daB uns die schlechten Ausbeuten an 
der weiteren Bearbeitung hinderten. Wir beabsichtigen nicht, in 
der genannten Richtung dieses Gebiet weiter zu bearbeiten. 
Durch Einwirken von Athyl- und Phenylmagnesiumbromid 
auf Pyrrolidin- und Oxypyrrolidinsiureithylester (1) und ihre 
Chlorhydrate erhielten wir Pyrrolidyldiphenylearbinol (II), sowie 
Pyrrolidyldiithylearbinol und Oxypyrrolidyldiphenylearbinol. 





R, 
R—COOC,H, >» BO 
NR, 
I ll OH 
R=CH,-CH,-CH,-CH— oder CH,-CH(OH)-CH,-CH 
| NH | . NH 





R.=C,H, oder C,H, 

Wahrend die Grignard-Reaktion bei den bisher untersuchten 
EiweiBbausteinen eindeutig verlief, war dies bei den Dioxopiper- 
azinen nicht der Fall. 

Die Dioxopiperazine sind in Ather kaum ldslich und zeigen 
keine Neigung, mit atherischer Grignard-Lésung zu reagieren. 
Soll eine Reaktion eintreten, so mu sie bei héherer Temperatur, 
also durch Wahl anderer hoéhersiedender Lésungsmittel erzwungen 
werden. Bei der Ausfiihrung der Grignard-Reaktion mit festen 
Stoffen und bei héherer Temperatur hat man von vornherein mit 
Schwierigkeiten zu rechnen; die Ausbeute wird schlecht sein. 

Die Dioxopiperazine (III) kénnen als doppelte innere Siure- 
amide betrachtet werden; nach den Ergebnissen von C. Béis‘; 
an Saureamiden war zu erwarten, daf das Dioxopiperazin bei 
der Grignard-Reaktion beiderseits aufgespalten wird; es kénnen 
a-Aminoketone entstehen: 


H,C CO 2H,C-NH-CH,COC,H, IV 
H,c-N/ \N-CH, + C,H,MgBr Methylaminoacetophenon. 
ot CH, “~H,C-NH-CH,CON(CH,)CH,COC,H. 
Sarkosinanhydrid. Sarkosyl-methyl-aminoacetophenon. 
Ill V 


Unsere Versuche bestatigten diese Erwartungen; wir haben 
Phenylmagnesiumbromid auf Sarkosinanhydrid einwirken lassen 
und haben Methylaminoacetophenon als Pikrat isoliert. Es zeigte 
sich aber, daB’ damit noch nicht alle Méglichkeiten erschépft sind. 
Es ist niimlich méglich, daB die Reaktion nur an einer Seite des 
Dioxopiperazin ablaiuft und so unter einfacher Ringspaltung ein 
aminoacyliertes Aminoketon entsteht. Das Sarkosyl-methylamino- 








a3 Ae, - | =. 
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acetophenon (V) haben wir in Form seines Pikrates fassen kénnen. 
Dann kann aber auch die Reaktion so verlaufen, dab die beiden 
Sauerstoflatome des Dioxopiperazin vollkommen substituiert werden, 
wobei Homologe des Piperazin entstehen: 


H.C Cc Css 
i C,H, 
VI H,C/N(_)N-CH, 
HC. CH 
H.C,> 


2-Diiithyl-5-diithyl-N, N’-dimethylpiperazin. 
Das 2-Diithyl-5-diithyl-N,N’-dimethylpiperazin (VI) haben wir 
als Pikrat und als Chlorhydrat erhalten. 


Dieser Verlauf der Grignard-Reaktion ist nicht ohne Parallele im 
Schrifttum: vgl. P. L. Viguier’). 


CH,-C=C-MgBr /C,H, CH, -C=C CH; 
+ OCHNS = CH. NC 

CH,-C=C-MgBr ‘C,H, CH, -C=C% \C,H, 
Allylenmagnesium- Diiithyl- Diithylamino- 
bromid formamid 4-heptadiin-2, 3,5, 6 


SchlieBlich kann auch diese Art der Grignard-Reaktion unter 
Umstiinden nur einseitig verlaufen, wihrend auf der anderen 
Seite des Ringes die normale Reaktion stattfindet; so wiirden 
z. B. folgende eigenartig gebaute Aminoketone entstehen kénnen: 


I ee H,C———_CH, ¢ —s 
Hc CH CO H.C \cH_C SS 
\ Pd \n et Neca 
N , et NH SN 
OC HC CH, ere en ee 
H,C——— CH, —— a " 
Prolinanhydrid. oe 
Pyrrolidy]l-diphenylmethan- 
Vil N-pyrrolidyl-phenylketon. 
Vill 


Das  Pyrrolidyl-diphenylmethan-N-pyrrolidyl-phenylketon (VIL) 


haben wir als Pikrat isolieren kénnen. 


Man kénnte sich also vorstellen, daf bei der Grignard-Reaktion 
eines Dioxopiperazin alle 4 erwihnten Stufen gemeinsam auftreten, 
und daB durch Mengenverhiltnisse und Temperatur bestimmt 
wird, welche Stufe die vorherrschende ist, da’ es aber im all- 
gemeinen nicht gelingen wird, die iibrigen Reaktionsstufen aus- 
zuschalten. 
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Bei einer einzelnen Darstellung alle 4 Grignard-Stufen nach- 
zuweisen, stéBt wegen der stark begrenzten Isolierungsméglich- 
keiten auf erhebliche Schwierigkeiten; denn die Untersuchungen 
liber diese stufenweise Reaktion werden in ganz auBerordentlicher 
Weise dadurch erschwert, daB die e-Aminoketone im freien Zu- 
stand unbestaindig und bestrebt sind, schnellstens unter Wasser- 
austritt zu Ringbasen zusammenzutreten. Diese sekundaren Reak- 
tionen lassen sich beim Aufarbeiten der Grignard-Lésungen nicht 
vermeiden, und so ist es verstandlich, daB oft nur ein Bruchteil 
der wirklichen umgesetzten Menge gewonnen wurde. 


a«-Aminoketone setzen sich im freien Zustande unter gleich- 
zeitiger Oxydation zu Pyrazinen (X) um: 





[ Hc _c< >) HC_C-~< > 
2H,N-CH,-CO-C,H, —> NC NN | <> NC DS 
Aminoacetophenon. YG, ae | ee 

IX 2,5-Diphenylpyrazin. 
x 


Das Ubergangs-Pyrazindihydrid (IX) hat man bei Anwendung 
halbaromatischer Aminoketone fassen kénnen [Gabriel‘]. Bei 
aliphatischen @-Aminoketonen ist aber dieser Nachweis noch nicht 
gelungen. Nun liegen bei den hier unternommenen Versuchen 
die Verhiltnisse so, daB die erwarteten anfallenden Aminoketone 
am Stickstoff substituiert sind, wodurch die Kondensation im 
obigen Sinne verhindert wird, ein Fall, der unseres Wissens 
bisher noch nicht untersucht ist. Man muB offenbar bei 
einem solchen Aminoketon annehmen, daB es nur in der Enol- 
form (XI) reagiert und die Kondensation hier bis zu dem Pyr- 
azinabkémmling (XII) verlautt. 


H 
’ 
HC on 
} masta OO mot > 
H,C- NH hous T se ® , 
XI ene aa > x: sath, F einai 
----"" HEC CSA 
ee oo” NH-CH, eee 
a _c=—=¢(/ 1, 4-Dimethy]- 
ee H 2, 5-diphenyl-pyrazin. 
° XII 


H 
Methylaminoacetophenon. 














in. 
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Eine Oxydation zum echten Pyrazin kénnte wahrscheinlich 
stattfinden, wenn ihr eine Alkylwanderung voranginge: 











CH, CH, 
os a ice 
we eS <-> ae 
H,C-NC N-CH,-> HN \nH -> ON YN 
Ay, OO settee , oe ee ee 
C \-O te <~>-€€ <p @ 
CH, CH, 


Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft fiir die gewahrte Unterstiitzung. 


Versuchsteil. 


1. 1-Prolinathylester. Aus 50 g 1-Prolin mit absolutem Athylalkohol 
durch Einleiten von trocknem Salzsiiuregas; bei der Vakuumdestillation 
hinterbleibt Gallerte. Sie wird in etwa 150 cem absolutem Alkohol unter 
Erwirmen gelést, mit 900 ccm absolutem Ather iibergossen und dann unter 
Eiskochsalzkiihlung zuerst langsam, spiter schneller getrocknetes Ammoniak- 
gas bis zur Sittigung eingeleitet. Nach 12 Stunden wird ammoniumchlorid- 
freies Filtrat im Vakuum fraktioniert. Ausbeute: 40,5 g freier Prolinithyl- 
ester vom Schmelzp. 78° bei 12—14 mm Druck = 66°/, d. Th. 

2. 1-Prolindioxopiperazin. Abderhalden und Sickel’), sowie 
Putochin®) gaben an, da8 synthetischer d,l-Prolinester bei lingerer Auf- 
bewahrung in d,l-Prolinanhydrid tibergeht. 

LaiBt man freien 1-Prolinithylester im Exsiccator iiber konzentrierter 
Schwefelsiure stehen, so scheiden sich nach mehreren Tagen derbe Nadeln 
von 1-Prolindioxopiperazin ab; im Laufe der Zeit ist die urspriingliche 
Fliissigkeit erstarrt. Schneller erhilt man das 1-Dioxopiperazin durch Er- 
hitzen des 1-Prolinithylesters im Bombenrohr. 20 g freier 1-Prolinathylester 
wurden 24 Stunden Jang im Bombenrohr auf 177° erhitzt. Die gelbe alko- 
holische Lésung wurde dann im Vakuum zur Trockne gebracht, das krystalli- 
sierte Rohprodukt wurde zur Entfernung des anhaftenden Prolin aus Benzol, 
in dem sich bis auf einen geringen Riickstand, der vernachlissigt wurde, 
alles léste, umkrystallisiert. Es wurden unmittelbar 8 g in feinen Nadeln 
erhalten, aus der Mutterlauge durch Atherzusatz weitere 4,5 g. Ausbeute 92°/,. 
Leicht léslich in Wasser, Alkohol und Chlorotorm, etwas schwerer in Benzol 
und Essigester, sehr schwer in Ather, unléslich in Petrolither. Im Hoch- 
vakuum (0,16 mm) ist es bei 152—153° (unkorr.) destillierbar, eine Eigen- 
schaft, die fir die Reinigung des Prolindioxopiperazin vorteilhaft ist. 
Schmelzp. 146° (unkorr.), Geschmack bitter. 

4,829 mg Subst.: 0,609 ccm N, (23°, 752 mm). 

C,9H,,N,O, (Mol.-Gew. 194,1) Ber. N 14,43 Gef. N 14,39. 

Drehung in wiBriger Lésung [a}]}9 = — 6,27 x 100/2 x 2,13 = — 147,2°. 

3. Umsetzung von 1-Prolinathylester mit Phenylmagnesium- 
bromid. a) Umsetzung des freien Esters. Zu einer Phenylmagnesium- 


bromidlésung, bereitet aus 2 g Magnesiumspiinen (und einem Kérnchen Jod), 
13 g Brombenzol und 50 cem Ather, wurden 3 g Prolinithylester, gelést in 
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etwas Ather, tropfenweise zugefiigt. Nach dem Abklingen der heftigen 
Reaktion wurde die itherische Liésung noch 1 Stunde im Sieden erhalten 
und nach dem Abkiihlen mit verdiinnter Salzsiure in der Eiskilte zersetzt. 
Aus der salzsauren Lésung wurde das Carbinol mit konzentriertem Ammoniak 
als klebrige im Eisschrank fest werdende Masse ausgefillt. Seine Lésung 
in verdiinnter Salzsiure wird mit Tierkohle entfirbt und unter Kiihlung 
mit Natronlauge gefiallt. Aus der alkoholischen Lésung des Niederschlages 
krystallisierten durch Wasserzusatz schéne Nadeln. Ausbeute 1,4 g = 26,4° 
d. Th., Schmelzp. 83°. Leicht léslich in Alkohol und Ather, schwer léslich 
in Wasser. 


Pyrrolidyl-diphenyl-carbinol: CH,CH,CH,CHC(C,H,),OH. 
ss: call 


4,026 mg Subst.: 11,910 mg CO,, 2,800 mg H,O. — 5,260 mg Subst. 
0,233 ecm N (19°, 755 nin). 
C,,H,,NO Ber. C 80,58 H 7,57 
Gef. . 8068 .. 778 ,, 514. 


b) Umsetzung des Esterchlorhydrates. Die Gallerte des Ester- 
chlorhydrates aus 6,3 g 1-Prolin wurde mit Grignard- -Lésung aus 6,3 g Mag- 
nesium, 40g Brombensol und 200 cem Ather in Reaktion gebracht. Bis 
zur Beendigung war Sstiindiges Kochen nitig. Dann mit Salzsiure in Eis- 
kilte zerlegt. Die salzsaure Lésung war vollkommen gefarbt und undurch- 
sichtig, sie wurde mehrmals mit Merckscher Tierkohle aufgehellt. Das 
mit Natronlauge freigemachte Carbinol blieb élig. Aus seiner Atherischen 
Liésung wurde es wieder in verdiinnte Salzsiiure iibergefiihrt. Aus dieser 
Lésung schieden sich beim Einengen dunkel gefirbte Krystalle ab. Ihre 
wiBrige Liésung nochmals mit Tierkohle entfirbt und eingedunstet ergab 
0,25 g weiBe Krystalle von Pyrrolidyl-diphenyl-carbinol-chlorhydrat: bei 
240° noch nicht geschmolzen, leicht léslich in Wasser und Alkohol. 

4,860 mg Subst.: 12,530 mg CO,, 3,070 mg H,O. — 4,870 mg Subst.: 
0,196 cem N (21°, 766 mm). 


C,,H,,ONC1 Ber. C 70,48 H 6,96 N 4,84 
Gef. 99 70.31 +? 7. 06 ** 4,71. 


Die verbleibende Mutterlauge mit 0,36 g N (Kjeldahl) ergab mit 
Benzoylchlorid nach Schotten-Baumann (Benzol- -Natronlauge) weiBe, in 
Alkohol schwer lésliche Krystalle von Benzoyl-pyrrolidyl-diphenyl-carbinol. 
die nach Umkrystallisieren aus Alkohol bei 183° schmolzen. Ausbeute 0,820 g. 


4,420 mg Subst.: 13,040 mg CO,, 2,650 mg CO,. — 4,620 mg Subst.: 
0,156 cem N (22°, 763 mm). 
C,,H,,NO, Ber. C 80,63 H 6,49 N 3,92 
Gef. ,, 80,46 ,, 6,71 ,, 3,92. 


Die alkoholische Mutterlauge der Benzoylierung enthielt noch 0,27 g N 
(Kjeldahl). Sie wurde mit etwa 2,5 n-Salzsiiure in 50°/,igem Alkohol 
5 Stunden lang am RiickfluBkihler verseift. Das Carbinol in Ather iiber- 
gefiihrt und daraus wieder in verdiinnte Salzsiiure aufgenommen. Beim Ein- 
dunsten krystallisierten noch 0,27 g Pyrrolidyl-diphenyl-carbinol-chlorhy drat. 
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4,595 mg Subst.: 11,860 mg CO,, 2,940 mg H,O. — 5,180 mg Subst.: 
0.220 ecm N (21°, 763 mm). 

C,,H,,NOCI Ber. C 70,43 H 6,96 N 4,84 
Gef. ,, 70,39 ,, 7,16 ,, 4,95. 

4. Umsetzung von 1-Prolinathylester mit Athylmagnesium. 
bromid. Der Ansatz aus 14 g Magnesium, 70 g Athylbromid und 300 cem 
Ather, 20 g 1-Prolinithylester, gelést in wenig Ather; reagierte genau wie 
bei 3a und wurde wie dort aufgearbeitet. Das Gistiinal wurde seiner 
itherischen Lésung mit verdiinnter Salzsiiure entzogen. Beim Eindunsten 
dieser Lésung im Vakuum fielen dunkel gefiirbte, in Wasser sehr leicht 
lésliche Krystalle aus; sie wurden auf dem Tonteller durch Abtupfen mit 
Alkohol fast farblos. Schmelzp. 158°. 

Chlorhydrat des Pyrrolidy]-diithy]l-carbinol: 
CH, CH, CH,CHC(C,H,),0H 


NH.-HCl 
4,235 mg Subst.: 8,600 mg CO,, 3,800 mg H,O. — 7,41 mg Subst.: 
0,363 eem N (22°, 755 mm). 
C,H,,NOCI Ber. C 55,78 H 10,41 N 724 
Gef. ,, 55,89 ,, 10,04 ,, 17,41. 


Kanao und Iwagawa stellten diese Verbindung iiber den Glutamin- 
siureester durch Reduktion der entsprechenden Pyrrolidon-Verbindung 
(mit Natrium in siedendem Amylalkohol) her.®) 

5. Umsetzung von 1-Prolinanhydrid mit Phenylmagnesiumbromid. 
In eine aus 7,3 g Magnesium, 50g Brombenzol und 150 ccm Ather be- 
reitete kochende Grignard-Lésung tropften wir im Verlaute von 2 Stunden 
eine Lésung von 8 g 1-Prolinanhydrid in 300 cem Anisol ein und kochten 
noch 4 Stunden linger. Zerlegen unter Eiskiihlung mit Salzsiure, abstumpfen 
der salzsauren wiBrigen Lésung mit Natronlauge bis zur schwach kongo- 
sauren Reaktion, entfiirben mit Tierkohle wie sonst. Beim Einengen im 
Vakuum schied sich eine griine Gallerte ab. Ihre wiBrige Lésung gab mit 
wiBriger Pikrinsiurelésung 10,1 g Krystalle. Sie wurden 3 mal aus Alkohol 
ohne Anderung der analytischen Zusammensetzung umkrystallisiert. Wir 
fassen es auf als das Pikrat des Pyrrolidyl-diphenylmethan-N-pyrrolidy]- 
phenylketon; Schmelzp. 174—175°. 


CH,CH,CH,CHC(C,H,),N-CH,CH,CH,CHCOC,H; 
sane | 


4,625 mg Subst.: 10,810 mg CO,, 2,220 mg H,O. — 4,390 mg Subst.: 
0,406 cem N (19°, 756 mm). 
C,,H,,ON, -C,H,0,N; Ber. C 63,82 H 5,20 N 10,95 
Gef. ,, 63,75 ,, 5,37  ,, 10,75. 


6. 1-Oxyprolinester. Im Gegensatz zu dem 1-Prolinesterchlorhydrat 
laBt sich das 1-Oxyprolinesterchlorhydrat leicht in reiner und schon krystalli- 
sierter Form gewinnen. Aus 13,1 g ('/,, Mol) 1-Oxyprolin und 200 eem ab- 
solutem Athylalkohol durch Ejinleiten von Salzsiuregas zuniichst in der 
Wirme, dann in der Kiilte bis zur Sittigung. Beim Einengen krystallisierten 
in Jangen Prismen 18,5 g des Oxyprolinesterchlorhydrats = 94,6°/, d. Th. 
Schmelzp. 147—148° (ankorr). 
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4,287 mg Subst.: 6,730 mg CO,, 2,870 mg H,O. — 4,380 mg Subst.: | 
0,270 cem N (20°, 763 mm). 

C,H,,NO,Cl Ber. C 42,95 H721 N 7,16 

Gel , 4282 . 149 « 1,21. 


10 g (= etwa '/,, Mol) l-Oxyprolinaithylesterchlorhydrat wurden in etwa 
75 ccm absolutem Athylalkohol gelést, die Lésung in einem Schiittelzylinde: 
mit 400 ccm absolutem Ather iibergossen und in das Ganze unter Eis—Koch. 
salzkiihlung zuerst langsam, spiter rascher getrocknetes NH,-Gas bis zur 7 
Sattigung eingeleitet. Nach 3 stiindigem Stehen wurde vom abgeschiedenen 
NH,Cl abfiltriert, der ammoniakalische Ather—Alkohol auf dem Wasserbad 
bei 12—14 mm und 20—30° Temperatur abdestilliert und der Glige Riick- 
stand im Hochvakuum fraktioniert. Bei 0,55 mm Hg gingen zwischen 107° 
und 108° (unkorr.) 3,0 g freier Oxyprolinithylester (37°/, d. Th.) iiber. 
wahrend im Fraktionierkélbchen ein fester hellbraun gefarbter Riickstand 
blieb, der sich nach Umkrystallisieren aus Alkohol als Oxyprolindioxo- 
piperazin erwies. 3,0 g = 51,7°, d. Th. 

Eine nochmalige Bestimmung des Siedepunktes des Oxyprolinithy)- 
esters ergab bei 1 mm Hg 112—114° (unkorr.). 

Versuche, den Oxyprolinester beim Vakuum der Wasserstrahlpumpe. 
also bei 12—14 mm Hg, zu destillieren, scheitern, weil der Ester bei der 
notwendigen hohen Temperatur sich sofort zu Dioxopiperazin umsetzt. 
Der freie Ester, eine wasserklare, dlige Fliissigkeit ist noch in weit gréBerem 
MaBe feuchtigkeits- und temperaturempfindlich als der des Prolin. In 
gewohnlicher Glasstépselflasche aufbewahrt zersetzt er sich schon inner- 
halb eines Tages, wahrend in zugeschmolzener Réhre die Umwandlung in 
Piperazin innerhalb 8—14 Tagen erfolgt. 





7. 1-Oxyprolindioxopiperazin | | 
et ai ~ CGH Cis 


O 

Der freie Oxyprolinaithylester zersetzt sich, wie schon erwahnt, auch 
im Dunkeln im zugeschmolzenen Glasrohr aufbewahrt, schon innerhalb 
von 8—14 Tagen vollstindig und erstarrt zu dem krystallinen schwach 
gelblich gefairbten 1-Dioxopiperazin. Die Ausbeute ist fast quantitativ. 
2,2 g Ester ergaben 1,5 g 1-Dioxopiperazin = 95,9°/, d. Th. 

Das 1]-Oxyprolindioxopiperazin ist hygroskopisch; es krystallisiert in 
farblosen Prismen, ist léslich in Wasser und Alkohol, ziemlich schwer in 
Benzol und Chloroform, fast unldslich in Ather. Sein Schmelzpunkt ist 
unscharf, es sintert unter Braunfirbung bei 240° und schmilzt unter Ver. 
kohlung bei 245—246° (unkorr.) Geschmack schwach bitter. 

4,204 mg Subst.: 8,170 mg CO,, 2,360 mg H,O. — 5,175 mg Subst.: 
0,557 cem N (21°, 749 mm). 

C,,H,,.N,0, (Mol.-Gew. 226,1) Ber. C 53,07 H 6,24 N 12,39 : 
at , 00. 4 4: 2m. 


Drehung in waBriger Lisung [a]}*§ = — 6,285 x 100/2 x 2,048 = — 153,44". 










































Die Grignard-Reaktion an 1-Prolin- und |-Oxyprolinester usw. 5] 


bst.. | 8. Umsetzung von 1-Oxyprolinesterchlorhydrat mit Phenyl- 
magnesiumbromid. Ansatz aus 6,75 g Magnesium, 45 g Brombenzol, 200 eem 
Ather und 8 g Oxyprolinesterchlorhydrat unter Erwirmen. Nach 3 Stunden 
klare Lésung. Aufarbeitung und Reinigung iiber Ather wie bisher. Das 
mit Ammoniak aus seiner salzsauren Lésung in Freiheit gesetzte Carbinol 


etwa ff schied sich in schmutzigen Flocken ab, sie wurden aus Alkohol umkrystalli- 
nder siert und waren analysenrein. Ausbeute 5,29 g = 48,1 °/, d. Th. Schmelz- 
och- punkt 187—188°. 
a ] CH,CH (OH) CH,CHC(C,H,),0H 
en ‘ 
rbad _ 
tick- | 4,202 mg Subst.: 11,650 mg CO,, 2,750 mg H,O. — 4,710 mg Subst.: 
107° 0,213 cem N (22°, 752 mm). 
ber, C,,H,,O,N Ber. C 7579 H7,12 N 5,20 
tand oe ~« 288 . T1282 , &16 
0x0 


9. Umsetzung von Sarkosinanhydrid mit Phenylmagnesium- 
hy). bromid. Sarkosinithylesterchlorhydrat nach Staudt.'®) Daraus der freie 
Ester mit Ammoniak. Aus 25g nach Abderhalden'') 12,0g Anhydrid. 

Ansatz aus 12 g Magnesium, 75 g Brombenzol, 200 cem Ather und 
re 10,5 g Sarkosinanhydrid in 300 cem Anisol. Nach beendetem Eintropfen 
(2 Stunden) wurde noch 4 Stunden lang gekocht. Beim Eintropfen entstanden 
Flocken, die sich alsbald wieder auflésten. Aufarbeitung wie bei 5. Aus 
™ der auf etwa 75 ccm eingeengten, mit Tierkohle entfirbten wiBrigen, nicht 
mehr kongosauren Lésung schied sich Methylamino-acetophenon-chlorhydrat 





ner- 
" a in farblosen Krystallen ab. Die verbleibende Mutterlauge fallten wir mit 
‘ gesittigter Pikrinsdurelésung; es fiel ein amorphes Pikrat. Die Mutterlauge 
dieser Pikratfillung enthielt nach Entfernung der Pikrinsiure mit Ather 
noch 45°/, des eingesetzten Kjeldahi-N, d. h. 55°/, des Sarkosinanhydrides 
hatten sich mit dem Grignard. Reagens umgesetzt. 
a) Nachweis des Methylamino-acetophenon. Die wibrige Lé- 
sung der oben erwihnten Krystalle des Chlorhydrates versetzten wir mit 
wiBriger Pikrinsiurelésung; das krystallisierte gelbe Pikrat schmolz nach 
dem Umkrystallisieren aus Essigester bei 145—146°. Ausbeute 5,28 g. Seine 
: Analyse stimmte auf das Pikrat des Methylamino-acetophenon: 
uch 
all H,C-NH-CH,-CO-C,H,-C,H,N,0; 
ach 4,343 mg Subst.: 7,620 mg CO,, 1,500 mg H,O. — 3,400 mg Subst.: 
tiv. 0,433 cem N (21°, 747 mm). 
_ | C,,H,,O.N, Ber. C 47,60 H 3,73 N 14,82 
dons Gef. ,, 47,85 ,, 3,86 ,, 14,53. 
i Einen Teil des Pikrates wandelten wir wieder ohne Verlust ins Chlor- 
ne hydrat um. 
. 
4,520 mg Subst.: 9,710 mg CO,, 2,610 mg H,O. — 4,575 mg Subst.: 
-y 0,317 cem N (21°, 749 mm). 
C,H,,ONCI Ber. C 58,20 H 6,52 N 1,55 
Gef. ,, 58,59 ,, 6,46 ,, 7,93. 
b) Untersuchung des amorphen Pikrates. Durch Zerlegen mit 
4°. Salzsiure und Ausschiitteln mit Ather trennten wir die Pikrinsiiure ab; 
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die verbleibende Lésung wurde mit einem Uberschu8 von Natronlauge im 
Wasserdampf destilliert. Aus dem Destillat schlug Pikrinsdurelésung 0,2 g 
des krystallisierten Pikrates des Sarkosy|—-methylamino-acetophenon nieder. 


H,C- N(CH, COC,H,)-COCH,NHCH,-C,H,0,N, 


4,286 mg Subst.: 7,510 mg CO,, 1,450 mg H,O. — 4,810 mg Subst.: 
0,644 ccm N (21°, 761 mm). 
C,,H,,N;0, Ber. C 48,09 H 4,26 WN 15,59 


-- 


Oe. . 43,79 » GD » 26041. 


10. Umsetzung von Sarkosinanhydrid mitAthylmagnesiumbromid. 
Ansatz aus 8 g Magnesium, 15 g Athylbromid, 150 cem Ather und 1,4 ¢ 
Sarkosinanhydrid in 200ccm Anisol; nach beendetem Eintropfen (1'/, Stunden 
wurde noch 4 Stunden lang gekocht. Aufarbeitung wie bei 7. Die mit Tier- 
kohle geklirte und eingeengte wiBrige Liésung wurde mit hei gesittigter 
waBriger Pikrinsdurelésung gefallt. Aus dem Gemisch von Pikrinsdéure und 
Pikrat wurde die Pikrinsiure mit Ather und Salzsiure entfernt; die salz- 
saure Lésung neutralisierten wir mit Natronlauge und versetzten sie erneut 
mit kalt gesittigter waBriger Pikrinsiiurelésung. Vom Pikrat erhalten nach 
Umkrystallisieren aus Alkohol 0,7 g. Es war das Dipikrat des 2-Diathyl- 
5-diiithyl-N, N’- dimethy]-piperazin. 

4,232 mg Subst.: 7,100 mg CO,, 2,070 mg H,O. — 3,805 mg Subst.: 
0,535 ecm N (23°, 760 mm). 

C..H,.N,014 Ber. C 45,59 H 5,230 N 16,37 
Oe ., we , 847 = , TO. 

Dieses Pikrat wandelten wir in das Chlorhydrat um, dessen Analyse 
die obige Formel bestatigte: 

4,475 mg Subst.: 9,260 mg CO,, 4,240 mg H,O. — 4,540 mg Subst.: 
0,363 ccm N (20°, 760 mm). 

C,,H,,N.-2 HCl Ber. C 56,15 H 10,44 N 9,36 
Gef. , 56,43 , 10,60 |, 9,88. 


Die Mutterlauge der Pikratfallung enthielt nach Entfernen der Pikrin- 
siure noch 91°/, des in Form von Sarkosinanhydrid eingesetzten Stickstoffs. 
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Vergleich von pflanzlichem und tierischem Chitin. 


Von 


L. Zechmeister und G. Téth. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.)') 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1933.) 


Vor einiger Zeit wurde durch die Untersuchung von partiellen 
Abbauprodukten aus vegetabilischer und animalischer Cellulose 
eine weitgehende praiparative Identifizierung der beiden 
Polyosen erreicht”), waihrend die gleiche Arbeit auf dem Gebiete 
des Chitins noch zu leisten war. Chitin aus Krebsen und Chitin 
aus Pilzen ergeben zwar nach H. W.Gonell*) das gleiche Réntgen- 
diagramm und sie zeigen ferner, nach P.Karrer und G.v. Francois‘) 
ein ganz ihnliches Verhalten gegeniiber dem Enzym der Weinberg- 
schnecke, die Frage aber, inwieweit ihr Abbau iiber dieselben 
Zwischenstufen fiihrt, ist noch ungelést. Als Vergleichsobjekte 
standen namlich nur die letzten Bausteine (d-Glucosamin und 
dessen N-acetylderivat) zur Verfiigung.°) 

Seit dem Erscheinen der zitierten Abhandlungen sind héhere 
Zwischenstufen des Abbaues bekannt geworden. M. Bergmann, 
L. Zervas und E. Silberkweit®) entdeckten auf dem Wege 
der Acetolyse das wohlkrystallisierte Octaacetat der Chitobiose 
C,.H,,O,N,(OC-CH,), (ein Analogon der Cellobiose), wahrend wir 
im Verlaufe von Fraktionierungen des partiellen HCl - Hydro- 
lysates denselben Kérper’) sowie die Undeca-acetyl-chitotriose 
C,,H,,0,,N,(OC-CH,),, isolierten, das héchste, derzeit bekannte 


18°" 24 


krystallinische Zwischenglied des Chitinabbaues.‘) 





1) Vorgelegt der Ungarischen Akademie der Wissenschaften (III. K1.), 
in der Sitzung am 11. Dezember 1933. 

*) Diese Z. 215, 267 (1933). 5) Diese Z. 152, 20 (Tabelle) (1926). 

*) Helvet. chim. Acta. 12, 986 (1929). 

5) Literatur vgl. bei: P. Karrer, Einfiihrung in die Chemie der poly- 
meren Kohlenhydrate, 8.252. Leipzig, Akadem. Verlagsges. (1925); H. Prings- 
heim u. D. Kriiger, in G. Kleins Handb. d. Pflanzenanalyse, Bd. III, S. 69. 
Wien, J. Springer (1932). 

6) Naturw. 19, 20 (1931); Ber. chem. Ges. 64, 2436 (1931). 
”) Ber. chem. Ges. 64, 2028 (1931). 8) ebenda 65, 161 (1932). 
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In einer neuen Versuchsreihe wurden diese Methoden auf 
pflanzliches Chitin iibertragen. Priparate aus dem Steinpilz’) 
(Boletus edulis) lieferten nach dem Verfahren von Bergmann 
das Peracetat der Chitobiose, und zwar nahezu in der gleichen 
Ausbeute, welche sich bei der Verarbeitung von Krebsschalen-chitin 
ergibt. Ferner konnte aus einem, mit iiberkonzentrierter Salzsaure 
erhaltenen Hydrolysate auch hier etwas Chitotriose-undeca- 
acetat gewonnen werden. Der Vergleich mit entsprechenden Reak- 
tionsprodukten tierischer Herkunft zeigt keinerlei Unterschiede. 

Demnach darf die Identitat von Krebs- und Steinpilz- 
chitin mit erhéhtem Nachdruck ausgesprochen werden, was auch 
durch das gleiche polarimetrische Verhalten der beiden Priaparate 
in starker Salzsiure bestitigt wird. Auch pflanzliches Chitin 
dreht zuerst nach links, alsbald vermindert sich aber die optische 
Aktivitét und geht dann in Rechtsdrehung iiber (J. C. Irvine).?) 

Ob Unterschiede in bezug auf die Linge des kettenférmigen 
Molekiils*) bestehen, ist ungewiB. 

Uberblickt man die bisherigen Angaben betr. Verbreitung 
der Geriistsubstanzen Chitin und Cellulose in der Natur, so ergibt 
sich das folgende Bild: Wie die Cellulose, ein typisches Produkt 
héherer Pflanzen, nur in primitiven Tierarten (Phallusia) auftritt, 
so wird auch das Chitin, ein charakteristischer Inhaltsstoff vieler 
Tiere, nie in héheren Pflanzen vorgefunden, sondern nur in Pilzen, 
Bakterien usw., die auf einer niedrigeren Stufe der Differenzierung 
stehen geblieben sind. Die entwicklungsgeschichtliche Bedeutung 
solcher Befunde ist einleuchtend. 


Versuche, 


Bereitung und Reinigung des Ausgangsmaterials. Etwa 7 kg 
frische Pilze wurden nach E. Scholl (a. a. O.) zweimal mit Wasser, 
sodann fiinfmal mit 10°/,iger Natronlauge je 2—3 Stunden aus- 
gekocht, ausgewaschen und mit 1°/,igem Permanganat behandelt. 
Der ausgeschiedene Braunstein kann mit lauwarmer Oxalsaure- 
lésung leicht entfernt werden, worauf man die alkalische Behandlung 
noch zweimal, die Entfairbung mittels Permanganat und Oxalsaure 
einmal wiederholt. Nun haben wir das ausgewaschene Material 
unter Alkohol, sodann unter Ather aufbewahrt und schlieBlich 





1) E. Scholl, Mh. Chem. 29, 1023 (1908). 

*) J. chem. soc. 95, 464 (1909); vgl. auch Ber. chem. Ges. 65, 161 (1932). 

5) K. H. Meyer u. H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren orga- 
nischen Naturstoffe, 8.170. Leipzig, Akadem. Verlagsges. (1930). 
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ein hellgraues Rohprodukt erhalten, noch mit einem hohen Gehalt 
yon N-freien Polysacchariden (gef. 4°/, N; 6—7°/, Asche). 

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt in 40°/,iger Salz- 
siure gelést, durch Asbest filtriert und mit Wasser ausgefallt. 
Man erreicht auf diesem Wege eine sehr weitgehende Aufhellung 
des Praiparates, auch wird der Aschegehalt gréBtenteils entfernt, 
waihrend die stickstofffreien Kohlenhydrate noch hartnickig das 
Chitin begleiten (gef. 4,4°/, N). Nachdem die beschriebene Um- 
faillung wiederholt und das gallertartige Material gut ausgewaschen 
wurde, lieBen sich die Begleitstoffe durch einstiindige Behandlung 
mit Kupferoxydammoniak gréBtenteils beseitigen, wogegen das 
Chitin unverandert bleibt und auf Asbest abgesaugt werden 
kann. Es wird mit verdiinnter Essigsiure gewaschen, worauf man 
es zweckmiBig in iiberkonzentrierter Salzsiure aufnimmt, aus der 
filtrierten Lésung mit 20°/,igem Sprit fallt und den abgesaugten 
Niederschlag, der mit Alkohol und Ather gewaschen wird, trocknet. 

5,829 mg Subst. (nach Abzug von 0,9°/, Asche): 0,321 ccm N (20°, 
747,3 korr. 745 mm). 

(C,H,,0;N)x Ber. N 6,90 Gef. N 6,29.') 

Octaacetyl-chitobiose. 0,3 g reinstes Chitin wurden unter Eis- 
kiihlung mit 2ccm Acetanhydrid und 0,4 g konzentrierter Schwefel- 
siure 1 Stunde stehen gelassen und das Gemisch 2 Tage bei 20°, 
schlieBlich 10 Stunden bei 55° gehalten. Die in Wasser gegossen2 
braune Lésung haben wir mit Soda abgestumpft und die Acetate 
durch mehrmaliges Schiitteln mit Chloroform entzogen. Der Ab- 
dampfriickstand des (vorher getrockneten) Extraktes lieB sich in 
2ccm Holzgeist aufnehmen und mit Hilfe von 25 ccm Ather, 
zunichst in amorphem Zustand, wieder fallen (0,9 g). Aus Methanol 
umkrystallisiert: 0,6 g, Schmelzp. 285°. Farblose, lange Nadeln. 
Fiir die Zwecke der Analyse krystallisiert man ein- bis zweimal 
um, wobei der Schmelzpunkt bis zu 303° steigt (Berl-Block, 
kurzes Thermometer). Mit einem entsprechenden Priiparat aus 
Krebsschalen: keine Depression. 

Man kann iibrigens das oben erwihnte Rohchitin direkt 
auf das Octaacetat verarbeiten und so die umstindliche Reinigung 
der Polyose umgehen, nur sinkt dann die Ausbeute sehr stark, 
da die Krystallisationskraft des Abbauproduktes durch Fremdstoffe 
vermindert wird. Ausbeute z. B.: 0,3 g analysenreine Octaacetyl- 
chitobiose aus 7,5 g rohem Chitin (mit 4°/, N). 





1) Andere Autoren geben z. B. 6,15—6,31°/, N fiir gute Pilzchitin- 
priparate an; vgl. z. B. Pringsheim u. Kriiger (a. a0.) u. zwar S. 78. 
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4,513 mg Subst.: 8,197 mg CO,, 2,445 mg H,O. — 5,003 mg Subst.: 
0,195 cem N (22,5°, 751 korr. 748,5 mm). 
C,.H,,0,,Ne Ber. C 49,68 H 5,97 N 4,14 
Gef. ,, 49,53 , 6,06 » 4,48. 
0,1064 bzw. 0,2012 g Subst. in 10,51 g Eisessig (k = 3,07): 4 = 0,049' 
bzw. 0,095° (ebullioskopisch).') 
C,,H,,0,;N, Ber. M 676 Gef. M 684, 619. 


[a]2° =+ (100 x 0,50° : (4 x 0,2129) = + 58,7° (in Eisessig). 


Undecaacetyl-chitotriose. 20 g Rohchitin wurden in 40°/, iger 
Salzsiure (300 ccm) gelést und 15 Stunden bei 20° hydrolysiert. 
Sodann haben wir die, mit Eisbrei verdiinnte, mit Silbercarbonat- 
schlamm neutralisierte und filtrierte Fliissigkeit im Vakuum auf 
200 ccm eingedampft und daraus die héhermolekularen Spalt- 
produkte mit 600 ccm Sprit gefallt. Das Filtrat des leichten, 
gallertartigen Niederschlages wurde bis zur Sirupdicke eingeengt 
und mit 180 ccm Alkohol ausgekocht. Nach mehrstiindigem 
Stehen hat sich 2,2 g Substanz abgeschieden, welche, mit dem in 
Sprit unléslichen Rest vereinigt, das eigentliche Ausgangsprodukt 
fiir die Isolierung des Triose-acetates bildete. 

Es wurde mit einem Gemisch von je 15 ccm Pyridin + Acetan- 
hydrid 3 Tage lang bei Raumtemperatur stehen gelassen, wobei 
ein Teil in Lésung ging. Den Riickstand haben wir verworfen. 
Auch das Filtrat enthalt noch hochmolekulare Acetatanteile, die 
sich jedoch mit Hilfe von 30 ccm Ather ausfillen lieBen. Nun 
wurde die Mutterlauge mit Chloroform wiederholt ausgeschiittelt 
und der Extrakt véllig abgedampft. Nachdem wir den Riickstand 
in warmem Methylalkohol aufgenommen hatten, begann die er- 
kaltete Lésung Krystalle abzuscheiden, deren Menge nach einigen 
Tagen 120 mg betrug. Sie wurden abgesaugt und aus Methanol 
umkrystallisiert. Ausbeute: 60 mg. Lange, farblose Nadeln, Schmelz- 
punkt 310° (Berl-Block, korr., unter Zers.). Mit einem Undeca- 
acetyl-chitotriose-Priiparat tierischer Herkunft: keine Depression. 


8,746 mg Subst.: 6,850 mg CO,, 2,040 mg H,O. — 4,429 mg Subst.: 
0,174 ccm N (19°, 752,5 korr. 750 mm). 
C,,H,;,0.,Ns Ber. C 49,82 H 5,96 N 4,36 
Gef. ,, 49,87 , 6,09 » 4,53. 


47,50 mg Subst. in 4,00 cem Eisessig (k = 3,07): 4 = 0,033° (ebullio- 


skopisch).”) 
C,,H;;0,,N; Ber. M 963 Gef. M 1016. 


[a]2° = + (100 x 0,50°): (4 x 0,4002) = + 31,2° (in Eisessig). 


1) Ber. chem. Ges. 68, 161 (1932). 
2) Im Apparat von A. Rieche, Ber. chem. Ges. 59, 2181 (1926), vgl auch '). 
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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XXXVIII. Mitteilung. 
Uber die Extraktivstoffe der Muskeln von Dromaeus sp. 


Von 


N. Tolkatschewskaia. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1933.) 


In einer Reihe von Untersuchungen lieB sich zeigen, dab 
Ginse-1), Birkhihne-'), Tauben-'), Krihen-') und Hiihnerfleisch 
Anserin enthalt. Diesen Verdéffentlichungen folgte eine Reihe von 
Arbeiten?), die die Frage iiber die Verbreitung des Anserins in der 
Tierwelt verfolgten. Im Laboratorium von Ackermann wurde 
festgestellt, daB das Anserin auch bei einigen Reptilien (z. B. beim 
Krokodil)*) vorhanden ist. Die unlangst erschienenen Arbeiten 
von W. A. Wolff und D. W. Wilson‘) stellen die Anwesenheit 
von Anserin auch bei Katzen, Hunden, Kaninchen und weifen 
Ratten fest. Von besonderem Interesse ist die Frage iiber das 
gleichzeitige Vorhandensein von Carnosin und Anserin bei ein 
und demselben Tiere, oder vielmehr die Frage, ob bei Anwesen- 
heit des Anserins, das ja ein methyliertes Carnosin ist, sich auch 
Carnosin befindet. 

Zwar wird diese Frage von Ackermann und seinen Mit- 
arbeitern aufgestellt, allein sie wird durch ihre Untersuchungen 
nicht aufgeklirt. So z.B. bezweifeln selbst die genannten Autoren 
das gleichzeitige Vorhandensein von Carnosin und Anserin bei 
den von ihnen untersuchten Végeln.') Im Hihnerfleisch konnte 
ich nur Anserin nachweisen — Carnosin fehlte ginzlich. Die 
Untersuchung von W. A. Wolff und D. W. Wilson‘) gibt auch 
keine Aufklarung dieser Frage, da das von diesen Autoren zur 
Carnosinbestimmung angewandte azokolorimetrische Verfahren 
nicht zuverlassig genug ist, weil, wie bekannt, dieselbe Farben- 
reaktion auch vom Histidin gegeben wird. Somit stehen wir, 





') Ackermann, Diese Z. 183, 1 (1929). 

*) Tolkatschewskaia, Diese Z. 185, 28 (1929). 

8) W. Keil, W. Linneweh u. K. Pollak, Z. Biol. 86, 187 (1927). 
*) J. of biol. Chem. 45, Nr. 2 (1932). 
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soweit es der Uberblick der uns zugiinglichen Literatur erlaubt, 
vor der SchluBfolgerung, daB die Muskulatur von Tieren ver- 
schiedener Klassen entweder Carnosin oder das methylierte Car- 
nosin — das Anserin enthilt. 

AuBer dieser speziellen vergleichend biochemischen Frage 
war es interessant, die noch unbekannten stickstoffhaltigen Extraktiv- 
stoffe der Muskulatur exotischer Végel kennen zu lernen. Als 
Objekt, das viel Fleisch liefern konnte, wurde das Dromaeus sp. 


gewahlt. Experimenteller Teil. 


Zur Gewinnung der Extraktivstoffe wurde das Fleisch von 
drei Tieren verarbeitet, im ganzen waren es 29,95 kg. Das von 
Fett- und Bindegewebe befreite Fleisch wurde mittels einer Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert, 3mal mit Wasser bei 56° auf dem 
Wasserbade extrahiert und dann nach der bekannten Quecksilber- 
methode bearbeitet.') Bei allen drei Dromaeus wurde die dunkel- 
braun gefarbte spirliche Carnosinfraktion (der Silberbarytnieder- 
schlag der Fraktion des Quecksilbersulfatniederschlages), in gewohn- 
licher Weise bearbeitet, allein sie erwies sich als carnosinfrei. Nach 
langdauerndem Stehen krystallisierte die Fliissigkeit, aber es waren 
nur sparliche nadelférmige Krystalle von Kreatin (J affé — positiv). 
Bei Bearbeitung des Silberniederschlages von der Quecksilber- 
sulfatniederschlag-Fraktion gelang es, Xanthin zu isolieren. 

0,0964 g Subst.: 24,5 ccm N, (t’, Wasser 18°, 762,4 mm). — 0,1267 g 
Subst.: 0,0951 g AgCl. — 0,1050 g Subst.: 0,1213 g CO, und 0,0297 g H,O. 
C,H,O,N,Ci (188,5) Ber. C 31,8 H2,7 O17 N 29,7 Cl 188 

Gef. ,, 31,3 ,, 3,1 a . we. 

Im ganzen wurden etwa 8,8 g des Xanthinsalzes erhalten. 
Ein Versuch, den Schmelzpunkt dieses Salzes zu bestimmen, gelang 
nicht; es konnte nur festgestellt werden, daB bei 280° die Sub- 
stanz sich noch als ginzlich unverindert erwies, was ja auch fir 
Xanthin und seine Salze charakteristisch ist. Xanthin wurde 
auch im Silberniederschlag der Quecksilberfiltrat-Fraktion gefunden. 

Das Quecksilbersulfatfiltrat wurde in gleicher Weise wie der 
Quecksilberniederschlag bearbeitet. Aus dem ersten Silber—Baryt- 
niederschlag der Quecksilbersulfatfiltrat-Fraktion schieden sich 
bei Eindampfung der Fliissigkeit reichliche prismatische Krystalle 
aus, die sich mikrokrystallographisch und nach ihrer Zusammen- 
setzung mit dem Nitrat des Methylguanidins identisch erwiesen. 

0,0774 g Subst.: 27,9 cem N, (20°, 749,4 mm). 

C,H,N,O, (136,1) Ber. N 41,17 Gef, N 41,23. 





1) Thierfelder, Hdb.d. physiol. u. path. chem. Anal., Berlin 1924, §.861. 
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Es wurden im ganzen etwa 7 g dieses Salzes erhalten. 

Aus dem zweiten Silber—Barytniederschlag dieser Fraktion 
gelang es, Methylguanidin und seine typischen Salze mit Salzsiure 
und Salpetersiure herzustellen. Ein typisches Pikrat wurde auch 
hergestellt. 

0,0575 g Subst.: 13,8 cem (23°, 758 mm). 

C,H,,0,N, (302,1) Ber. N 27,8 Gef. N 27,4. 

Es wurden etwa 1,5 g Pikrat hergestellt. Das Filtrat vom 
zweiten Silber—Barytniederschlage dieser Fraktion wurde mit dem 
Krautschen Reagens gefallt. Es bildete sich dabei ein volumi- 
noser Jod—Wismutniederschlag in dem nach Zersetzung und ge- 
wohnlicher weiterer Bearbeitung eine Base ermittelt wurde. Diese 
Base wies alle Eigenschaften, die dem Anserin eigen sind, auf: 
sie war sehr leicht im Wasser léslich, krystallisierte in feinen, 
langen Nadeln, war sehr hygroskopisch und ihre wiBrige Lésung 
reagierte stark alkalisch. 

Im Gegensatz zu dem aus dem Hiihnerfleisch erhaltenen 
Anserin gelang es nur sehr schwer, dieses Dromaeus-Anserin durch 
wiederholtes Umkrystallisieren zu reinigen. Das erhaltene ge- 
reinigte Nitrat schmolz bei 219°.) Zur Analyse wurde Chlor- 
hydratanserin hergestellt. 

0,1870 g Subst.: 0,2938 g CO,, 0,1036 g H,O. — 0,4018 g Subst.: 
0,2012 g AgCl. 

C,,H,,0,N,Cl (276,6) Ber. C 434 H62 017,5 N 20,3 Cl 12,8 
ae oa woh 

Im ganzen sind etwa 22 g Rohanserin erhalten worden. 

Die nach der Anserinkrystallisation hinterbliebene Fliissigkeit wurde 
mit Alkohol extrahiert, der Alkohol bis zur Trockne im Vakuum abgedunstet; 
der Riickstand mit absolutem Alkohol bearbeitet; dabei bildete sich noch 
ein kleiner Anserinniederschlag, der abfiltriert wurde; die klare Fliissigkeit 
wurde nun mit einer Platinchlorid-chlorwasserstoffiédsung gefillt; der so 
erhaltene Niederschlag wurde abfiltriert und mit absolutem Alkohol ge- 
waschen. Ein Teil dieses Chlorplatinats wurde aus Wasser umkrystalli- 
siert (A), der andere nochmals aus Wasser mit Alkohol gefillt (B). Beide 
Portionen (A und B) enthielten kein Krystallisationswasser und lieferten 
bei Erwirmung einen starken N CH,),-Geruch. 

I. 0,1760 g Subst. (A): 0,0509 g Pt; 

0,0871 g ,, (A): 3,8 cen Ny, (20,5°, 735 mm). 
Il. 01883 g ,,  (B): 0,0480 g Pt; 

0,0746 g ,, (B): 3,1 cem N, (16°, 750 mm). 


Somit enthielt Substanz (A) 28,9°/, Pt und 4,8°/, Stickstoff. Substanz (B) 
26,2°/, Pt und 4,7°/, Stickstoff. 


1) Ackermann, Diese Z. 183, 1 (1929). 
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Fiir das Chlor—Platinsalz des Anserins: 
(C,,H,,0,N,HCl), PtCl, (890,3) Ber. Pt 21,9 N 12,6. 


Fiir das Chlor—Platinsalz des Carnitins: 
CieHsoOeN,PtCl, (706,2) Ber. Pt 27,6 N 3,8. 
Fiir das Chlor—Platinsalz des Cholins: 
(C,,H,,0,N,Cl,) PtCl, (615,4) Ber. Pt 31,7 N 4,6. 

Augenscheinlich muBten Substanz (A) und (B) als ein Gemisch von Car 
nitin und Cholin betrachtet werden. Leider war so wenig Material vor. 
handen, da8 eine weitere Reinigung unméglich war. 

Somit ergab unsere Untersuchung folgendes: 

Das Dromaeusfleisch enthalt Anserin, Methylguanidin, Krea- 
tinin, Xanthin, Carnitin (?) und Cholin (?). Die Abwesenheit von 
Carnosin ist auch in diesem Vogelfleische bestatigt worden. 

Dieser Befund, der gut mit den oben erwahnten Literatur- 
angaben iibereinstimmt, fiihrt uns zu der SchluBfolgerung, dab 
Tiere verschiedener Klassen nur entweder Carnosin oder Anserin 
enthalten. Der verschieden bei Végeln und Saugern verlaufende 
Stoffwechsel ist schon seit langem hinsichtlich der Harnsiure- 
bzw. Harnstoffbildung bekannt. Der Anserinnachweis im Vogel- 
fleisch bei Abwesenheit von Carnosin ist eine neue Tatsache, die 
diesen Unterschied im Stoffwechsel bei Végeln und Si&ugern 
noch tiefer begriindet. Fiir die vergleichende biologische Chemie 
ist dieser Befund ein wichtiger Anhaltspunkt. W. Wolff und 
E. W. Wilson, die den Standpunkt des gleichzeitigen Befundes 
von Carnosin und Anserin bei ein und demselben Tiere vertreten. 
machen ja auch darauf aufmerksam, daf sie dort wenig Anserin 
fanden, wo viel Carnosin war und umgekebrt. 


Zum SchluB méchte ich meinem Lehrer Herrn Prof. Dr. 
W. Gulewitsch, unter dessen Leitung diese Untersuchung durch- 
gefiihrt wuide, meinen tiefsten Dank ausdriicken. 

AuBerdem gestatte ich mir der USSR. Akademie der 
Wissenschaften, auf deren Kosten diese Untersuchung vor- 
genommen wurde, auch meinen Dank auszusprechen. 

Es sei mir erlaubt, hier an dieser Stelle den Tod meines 
hochverehrten und innig geschitzten Lehrers Herrn Prof. Dr. 
W. Gulewitsch zu melden. Dieses war die letzte Schrift, die er, 
obwohl schon schwerkrank selbst korrigiert und durchgesehen hat. 
Ein schweres Leiden hat uns unseren groBen Lehrer und der 
Wissenschaft einen groBen Fachmann entzogen. Ein Nachruf 
erscheint in Ber. chem. Ges. 67 A. 9 (1934). 




















Nucleinsauren. 
Ill. Mitteilung. 
Die Ringstruktur der Ribose in der Hefe-Nucleinsaure. 


Von 


Hellmut Bredereck. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Dezember 1933.) 


In einer friiheren Mitteilung’) war fiir Uridin durch Isolierung 
eines Trityluridins die Furanosestruktur bewiesen worden. In- 
zwischen ist Levene’) durch oxydativen Abbau des methylierten 
Dihydrouridins, der zur inaktiven Dimethoxybernsteinsiure fihrte, 
zum gleichen Ergebnis gekommen. In einer vorliufigen Mitteilung °) 


wurde auch fir Cytidin, Adenosin und Inosin die Furanosestruktur 
durch Isolierung der entsprechenden Tritylverbindungen bewiesen. 

Nachdem fir Uridin die Furanosestruktur bewiesen war, lag 
es nahe, dieselbe Struktur auch fiir Cytidin anzunehmen, zumal 
ja Cytidin durch Desaminierung in Uridin iibergeht, eine Reaktion, 
die eine Ringinderung zumindest — was ja hier der Fall sein 
miiBte — aus einem Furan- in einen Pyranring ausschloB, Diese 
Annahme wurde durch das Experiment bestitigt. Cytidin lieferte 
ein krystallisiertes Tritylderivat (I). Cytidin enthalt nun in seinem 
Pyrimidinrest eine freie NH,-Gruppe, mit der Tritylchlorid gleich- 
falls in Reaktion treten kann. Solche Verbindungen mit dem 
Tritylrest am Stickstoff lassen sich, mit Ausnahme des Ditrityl- 
harnstofis, mit alkoholischer Kalilauge wieder spalten.*) ‘Trityl- 
cytidin erwies sich hingegen als véllig unspaltbar gegeniiber alkoho- 
lischer Kalilauge. Der Tritylrest sitzt mithin am Kohlenstoffatom 5 
des Riboserestes, und Cytidin ist der genaueren Bezeichnung nach 





1) Bredereck, Ber. chem. Ges. 65, 1830 (1932), I. Mitt. 
2) J. of biol. Chem. 101, 529 (1933). 

*) Bredereck, Ber. chem. Ges. 66. 198 (1933), II. Mitt. 
*) Helferich, Ber. chem. Ges. 58, 872 (1925). 
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Cytosin-d-ribo-furanosid. Auch vom Adenosin konnte ein Trity]- 
derivat (II) erhalten werden, das sich gleichfalls als unspaltbar 
gegeniiber alkoholischer Kalilauge erwies, den Tritylrest mithin 
nicht am Stickstuff, sondern gleichfalls am Kohlenstoffatom 5 der 
Ribose trigt. Dieser Befund erfaihrt dadurch noch eine Erginzung, 
daB das sich vom Adenosin durch Desaminierung ableitende Inosin, 
das also keine freie NH,-Gruppe mehr besitzt, dennoch ein krystalli- 
siertes Tritylderivat (1II) (mit dem Tritylrest am Kohlenstoffatom 5 
liefert. Adenosin und Inosin besitzen demnach gleichfalls Furanose- 
struktur. 

Die Struktur des Guanosins mit Hilfe der Tritylmethode aut- 
zuklaren, gelang nicht, da Guanosin sich als vollkommen unléslich 
in Pyridin erwies. Dagegen ist es Levene gelungen, auch fiir 
das Guanosin5) ebenso wie vorher bereits fir das Adenvsin®), 
durch Isolierung einer 2,3,5-Trimethylribose die Furanosestruktur 
zu beweisen. 

Somit besitzen saimtliche 4 Nucleoside der Hefe-Nucleinsaure 
Furanosestruktur. Da aber bei der Darstellung der einzelnen 
Nucleoside aus Hefe-Nucleinsiure eine Anderung der Ringstruktur — 
zumal aus einem stabilen Pyran- in einen labilen Furanring — 
ausgeschlossen erscheint, so folgt aus den angefiihrten experimen- 
tellen Ergebnissen, daB alle 4 Ribosebestandteile der Hefe-Nuclein- 
siure eine Furanosestruktur besitzen miissen. 

Gegeniiber einem Einwand von Levene?®), im Falle der Pen- 
toside kénne die Tritylreaktion nicht als sehr strenger Struktur- 
beweis herangezogen werden, da nach einer Arbeit von Hockett 
und Hudson’) eine Reihe von Methyl-pentosiden dennoch mit 
Tritylchlorid in Reaktion treten, ist folgendes zu bemerken: Bereits 
in der friiheren Veréffentlichung') wurde diese Méglichkeit er- 
értert und deswegen versucht, synthetisches Metbylribosid mit 
Tritylchlorid umzusetzen. Eine Umsetzung fand nicht statt. Somit 
war bewiesen, daB die Anwendung der Tritylmethode im Falle 
der Nucleoside, die ja gleichfalls Riboside darstellen, berechtigt 
war. Die von Levene?) erérterte Méglichkeit, daB das beschriebene 
Trityluridin ein Gemisch eines Mono- und disubstituierten Uridins 
darstellt, entfallt dadurch, daB Uridin nur ein Monoderivat zu bil- 
den vermag, abgesehen davon, daB ein Gehalt an Disubstitutionspro- 
dukt sich in den Ergebnissen der Analysen hatte ausdriicken miissen. 





5) J. of biol. Chem. 97, 491 (1932). ®) Ebenda 94, 809 (1932). 
7) J. Amer. Chem. Soe. 53, 4456 (1931). 
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Die Ringstruktur der Ribose in der Hefe-Nucleinsiure. 
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Der Vereinigung der Férderer und Freunde an der Universi- 
tit Leipzig bin ich fir die Uberlassung von Mitteln zur Durchfiihrung 
dieser Arbeit zu ergebenstem Dank verpflichtet. 


Tritylcytidin. 0,3 g Cytidin’) (erhalten durch ammonia- 
kalische Hydrolyse von Hefe-Nucleinsiure) werden durch Kochen 
am RiickfluBkihler in 25 ccm absolutem Pyridin gelést. Es werden 
0.8 g Tritylchlorid zugegeben und die Lésung unter Feuchtigkeits- 
ausschluB 21/, Stunden auf dem Wasserbad erwarmt. Nach dem 
Erkalten wird in 300 ccm Wasser eingeriihrt. Nach mehrstiindigem 
Stehen wird der Niederschlag abgesaugt und mit Wasser aus- 
gewaschen. Die sorgfaltig getrocknete Substanz wird mit 10 ccm 
Ather geschiittelt, abgesaugt, und mit Ather nachgewaschen. Der 
Riickstand wird in 8 ccm absolutem Alkohol heiB gelést, und die 
Liésung mit wenig Tierkohle entfarbt. Aus dem Filtrat scheidet 
sich Trityleytidin mit 1 Mol Krystallalkohol in langen, glitzernden 
Nadeln ab. 

Schmelzp. 255—257° (korr.) °) 

4,998 mg Subst.: 12,39 mg CO,, 2,82 mg H,0. 


C,,H,,O,N-C,H,OH (531,28) Ber. C 67,76 H 6,28 
Gef. ,, 67,59  ,, 6,31. 





8) Levene, Ber. chem. Ges. 45, 612 (1912). 

*) In der vorlaufigen Mitteilung [Ber. chem. Ges. 66, 198 (1933)] sind 
die Schmelzpunkte (nicht korr.) fiir Trityleytidin und Tritylinosin ver- 
wechselt worden. 
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Durch 4stiindiges Trocknen bei 130° und 2 mm iiber Phos- 
phorpentoxyd wird der Krystallalkohol entfernt. Die Substanz 
ist hygroskopisch. 


4,780 mg Subst.: 12,08 mg CO,, 2,42mg H,O. — 4,580 mg Subst.: 
0,339 ccm N (19°, 752 mm). 


C,,Hy,0;N, (485,23) Ber. C 69,24 H 5,61 N 8,66 
Get. , 6864 ,, OST 4, O56. 
mK 0 
[a]? = 0,01" x 0,886. 
0,0256 x 1 x 0,5 





=— 0,7° (Pyridin). 


0,05 g Tritylcytidin werden in 3 ccm einer 10°/,igen alko- 
holischen Kalilauge 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Die 
Lésung wird mit 15 ccm Wasser versetzt, der Niederschlag ab- 
gesaugt und aus 4ccm absolutem Alkohol umkrystallisiert. Die 
Substanz war nach Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt iden- 
tisch mit Tritylcytidin. 

Trityl-Adenosin. 0,6 g wasserfreies Adenosin ?°) (dargestellt 
durch ammoniakalische Hydrolyse von Hefe-Nucleinsiure) werden 
in 15 ccm absolutem Pyridin durch Kochen am Riickflubkiihler 
gelist. Es werden 9,7 g Tritylchlorid zugegeben und die Lisung 
unter FeuchtigkeitsausschluB 3 Stunden auf dem Wasserbad er- 
wirmt. Die erkaltete Lisung wird in 200ccm Wasser eingerihrt. 
Die zunachst schmierige Abscheidung 148t sich nach mehrstiin- 
digem Stehen absaugen. Die Substanz wird in 8 ccm absolutem 
Pyridin heiB gelést, die Lésung mit Tierkohle entfarbt und mit 
20 ccm heiBem absolutem Alkohol versetzt. Beim Erkalten 
scheidet sich die neue Verbindung in krystalliner Form ab. 

Ausbeute 0,35 g. 


Die Substanz wird zur weiteren Reinigung noch 2 mal in 
der gleichen Weise aus Pyridin—Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 255—258° (korr.). 


Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° und 2mm iiber Phosphor- 
pentoxyd zur Konstanz getrocknet. 


4,964 mg Subst.: 12,40 mg CO,, 2,41 mg H,O. — 8,944 mg Subst.: 
0,483 ccm N (24°, 742 mm). 


C.9H,,0,N, (509,26) Ber. C 68,34 H 5,85 N 13,75 





— 0,09° x 2,049 
20 — : : =— 0 
[a]? 0,0288 x 0,5 x 1,475 8,7° (Chloroform). 





1°) Levene, Ber. chem. Ges. 43, 3154 (1910). 
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0,1 g Trityladenosin werden in 5 ccm einer 10°/,igen alko- 
holischen Kalilauge 3 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
3 stiindigem Kochen l4Bt man erkalten und versetzt die Lésung 
allmihlich mit 30 com Wasser. Nach einigem Stehen wird die 
abgeschiedene Substanz abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. 
Durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt erwies sie sich als 
identisch mit Trityladenosin. 

Tritylinosin. 0,2 g wasserfreies Inosin'!) (dargestellt durch 
Desaminierung von Adenosin) werden in 20 ccm absolutem Pyridin 
durch Kochen am Riickflu8kihler gelést, 0,25 g Tritylchlorid zu- 
gegeben, und die Lésung unter Feuchtigkeitsausschlu8 2 Stunden 
auf dem Wasserbad erwirmt. Von eventuell abgeschiedenem 
krystallinem Niederschlag wird abgesaugt und das Filtrat in 
300 ccm Wasser eingerihrt. Nach Stehen iiber Nacht wird der 
Niederschlag abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. Die gut 
getrockuete, fein gepulverte Substanz wird mit 10 ccm Ather ge- 
schiittelt, das Ungeléste abgesaugt und mit Ather ausgewaschen. 
Der Riickstand wird in 4 ccm absolutem Alkohol durch Kochen 
gelést und mit wenig Tierkohle vollkommen entfarbt. Das Filtrat 
wird mit 3 ccm Ather versetzt, dann tropfenweise bis zur be- 
ginnenden Triibung mit Petrolither. Nach Aufbewahren iiber 
Nacht im Eisschrank werden die drusenférmigen Krystalle ab- 
gesaugt und mit Petrolither nachgewaschen. Schmelzp. 231 bis 
232° (korr.) 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° und 2 mm iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. Sie ist hygroskopisch. 

4,620 mg Subst.: 11,48 mg CO,, 2,14 mg H,O. — 5,110 mg Subst.: 
0,482 ecm N (21°, 749 mm). 


C,,H,,0,N, (510,24) Ber. C 68,20 H 5,14 ‘ N 10,98 
Gef. ,, 67,77  ,, 5,18  ,, 10,79. 


Eine Drehung konnte aus Mangel an Substanz nicht ausgefiihrt werden. 





4) Levene u. Jacobs, Ber, chem. Ges. 48, 3161 (1910). 
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Uber die Dehydrierbarkeit 
der a-N-Methylamino-isobuttersaure.') 
Von 


F. Bergel. 


(Experimentell mitbearbeitet von K. Bolz und R. Wagner.) 


(Aus dem Chemischen Universitatslaboratorium Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1933.) 








Angeregt durch die interessante Arbeit von S. Akabori? 
tiber den oxydativen Abbau von a-Aminosiuren durch Zucker 
und die darin am Schlusse enthaltene Folgerung, daB man auf 
intermediaére Stufen beim oxydativen Abbau von Aminosduren 
nicht schlieBen kénnte, veranlabte uns, die bereits von E. Fried- 
mann*) im Tierexperiment untersuchte «-N-Methylaminoiso- 
buttersiure auf ihre oxydative Abbaufihigkeit hin zu unter- 
suchen. 


An dieser Stelle sei ein kurzer Uberblick tiber den heutigen Stand 
der Arbeiten iiber die Autoxydation der «-Aminosiuren gegeben. Die bis- 
herigen Untersuchungen lassen sich in 4 Gruppen gliedern: Erstens Ver- 
suchsreihen biochemischer Natur, die den Organismus oder Organteile zur 
Umsetzung herbeiziehen, zweitens die Modellexperimente mit Tierkohle 
(bzw. Himin) und Sauerstoff, drittens die Arbeiten tiber die Einwirkung 
typischer Oxydationsmittel, wie H,O,, O,, KMnO, usw., und viertens die 
anaeroben Umsetzungen mit Dehydrierungsmitteln, wie Chinon, Isatin, 
» Omega“ u. a m. 

Was die erste Gruppe anlangt, so hat wie bekannt, O. Neubauer’) 
bei Verfiitterung von phenylsubstituierten Aminosiuren Ketosiuren im Harn 
gefunden (1). Die gleichen Ergebnisse wurden fast zu derselben Zeit von 
Knoop’) erhoben, da bei ihm eine aktive Aminosiure iiber die Ketosture 
aus dem racemischen Aminosiuregemisch gebildet worden war. Die engen 
Beziehungen zwischen den Séiuren wurden durch Kotake’) bestitigt und 
von F. Knoop”) modellmaBig auf umgekehrtem Wege erhirtet, indem er 





1) 3. Mitteilung iiber die Autoxydation von Aminosiurederivaten, vgl. 
a) L. Diese Z. 215, 25 (1983); b) II. Diese Z. 220, 20 (1938). 

*) Ber. chem. Ges. 66, 143 (1933). 5) vgl. Chem. Z. 1908, I, 970. 

*) Disch. Arch. klin. Med. 95, 211 (1909). 

5) Diese Z. 67, 490 (1910); 71, 252 (1911). 

6) Diese Z. 122, 166, 195, 241 (1923). 

7) Diese Z. 148, 294 (1925) und Oxyd. i. Tierkérper (Stuttgart 1931). 
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aus Ketosiuren mit Ammoniak und reduzierenden Mitteln Aminosiuren 
aufbaute. Zu einem vorliufigen AbschluB kamen diese biochemischen 
Untersuchungen durch H. A. Krebs), der die verschiedensten «-Amino- 
siuren mit Hilfe von Nierenschnitten zu den entsprechenden Ketosiuren 
oxydativ desaminieren konnte, wenn er mit As,O, oder Blausiure die 
iibrigen Desmolasen vergiftete. Es mu8 demnach ein desamidierendes 
Ferment, das gegen Zellgifte unempfindlich ist, existieren, bei dem es aber, 
bisher wenigstens, nicht gelungen ist, den Sauerstoff durch andere Wasser- 
stoffacceptoren zu ersetzen. Kurz vorher entwickelte M. Bergmann’) seine 
Anschauung, da8 eine Dehydrierung in der Dipeptidstufe stattfinden miiBte(ID), 
indem es ihm gelang derartig dehydrierte Dipeptide durch eine ,,Dehydro- 
dipeptidase“ aus der Niere in Ketosiuren und Aminosiéuren zu spalten. 
Krebs priifte auf die Desamidierbarkeit der urspriinglichen Dipeptide durch 
sein Ferment. Er konnte aber nichts Positives aussagen, da die Spaltung 
in die Einzelaminosiuren zu groB ist. 

Die zweite Gruppe der Autoxydationsversuche umfaBt jene, die Tier- 
kohle als Modellferment beniitzen. Zuerst von O. Warburg und Mit- 
arbeitern') und O. Meyerhof'') an der Hand des Sauerstoffverbrauches 
erforscht und von H. Wieland und F. Berge!'”) in den Reaktionsprodukten 
gesichert, unterschieden sich diese Umsetzungen prinzipiell von den biolo- 
gischen Ergebnissen dadurch, daB nicht die Ketosiéusen, sondern Aldehyde 
und Koblensiure neben Ammoniak entstanden. Den Reaktionseinzelheiten 
wurde das Debydrierungsschema von Wieland (III), das eine Iminosiure 
als Zwischenprodukt annahm, gerecht. Gestiitzt wird diese Auffassung 
durch die Tatsachen, daB die Iminobrenztraubensiure von Béttcher direkt 
an Tierkohle CO, abspaltet und die Aminoisobuttersiure (vgl. V) im Sauer- 
stoff resistent bleibt, da ihr der paarige Wasserstoff zur Dehydrierung fehit. 
An Hiamin sind die natiirlichen o-Aminosiiuren bestiindig, wihrend die 
N-dialkylaminosiuren, die bereits an Tierkohle viel leichter autoxydabel 
sind, angegriffen werden. Daher haben F. Bergel und K. Bolz') hierbei 
die Bildung einer peroxydartigen Zwischenstufe angenommen (IV), die 
in Aldehyd, CO, und sekundires Amin zerfalit. Als beweisend hierfiir 
wurde die leichte Angreifbarkeit der Dimethy]-aminoisobuttersiure (vgl. IV) 
erachtet, die in Aceton, CO, und Dimethylamin zerfallend, keinen Wasser- 
stoff mehr zur Dehydrierung besitzt. Betaine dagegen waren unter all 
diesen Umstinden sehr bestindig. 

In der dritten Gruppe haben wir dieselben Endprodukte, némlich 
Aldehyde, Kohlensiure und Ammoniak, ob nun die Aminosduren mit H,O, 
und geringen FeSO,-Mengen nach Dakin") oder im Sonnenlicht mit Kataly- 
satoren nach Neuberg") oder mit NaOCl nach Langheld”™) abgebaut 
werden. Der kiirzeste Weg ist der Angriff mit Ozon, den Bergel und 
Bolz') zum Unterschied von Harries'*) gangbar fanden. Dabei ist auch 
die autoxydativ stabile Amino-isobuttersiure angreifbar. Sehr interessant 





8) Diese Z. 217. 191 (1933) und 218, 157 (1933). 


*) Diese Z. 205, 65 (1932). 1 Biochem. Z. 118, 257 (1920). 
1) Biochem. Z. 13, 558 (1923). ™) Liebigs Ann. 439, 196 (1924). 
13) J. of biol. Chem. 1, 171 (1905/1906); 4, 63 (1908). ; 


14) Biochem. Z. 13, 805 (1908) 15) Ber. chem. Ges. 42, 392, 2360 (1909). 
16) Diese Z. 51, 373 (1907). 
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aind die Ergebnisse St. Goldschmidts'’), der bei der Oxydation von 
Aminosiureestern mit Kaliumpermanganat Zwischenprodukte fassen konnte, 
die der Iminosdurestufe entstammen miissen. 

Die vierte Gruppe endlich bestitigt durch die Anwendbarkeit von 
verschiedenen Wasserstoffacceptoren die Auffassung des oxydativen Amino- 
siureabbaues als Dehydrierungsvorgang. Hierbei zeigte es sich, da8 Chinon, 
das klassische Dehydrierungsmittel'*)'?), auch die Amino-isobuttersiure, 
wie Langenbeck"’) fand, abzubauen imstande ist, was ihn veranlaBte, 
eine radikalartige Zwischenstufe anzunehmen (V); wobei scheinbar die Forde- 
rung nach paariger Dehydrierung an C und N unterbrochen wird. Auch 
das Methylglyoxal nach Neuberg™) bewirkt einen derartigen Abbau. Da 
Isatinsulfosiure in Kombination mit Methylenblau*') Monoalkylaminosiuren 
nicht angreift, ebensowenig wie auch das Alloxan™) die Amino-isobutter- 
siure, ist der Vorschlag von W. Franke**), zuerst Kondensationsprodukte 
der Aminosiuren mit den Diketonen als Wasserstoffacceptoren anzunehmen, 
nicht auf alle Reaktionen anwendbar (VI). Besonders deshalb nicht, weil 
andre ibnliche Verbindungen, wie das ,,Omega“ von B. Kisch™), bis jetzt 
nur Glykokoll und Serin katalytisch abbauen hilft und die Glucose nach 
S. Akabori(*) S. 145; vgl. I. Watanabe, Biochemic. J. 16, 163 (1932)] in 
der Form des «-Ketoglutardialdehyds dagegen wiederum eine N-methyl- 
aminosiure abzubauen imstande ist. 

Wir haben nun die Methode Akaboris beniitzt, um unsere 
Dialkylaminosdéuren in den Kreis der Beobachtungen zu ziehen, 
und haben gefunden, daB sowohl das Diithylalanin, die Dimethyl- 
aminoessigsaure, als auch die Dimethylamino-isobuttersiure vollig 
unverandert bleibt. Um nun simtlichen Méglichkeiten gerecht zu 
werden, stellten wir die bereits eingangs erwihnte a-N-methyl- 
amino-isobuttersiure (VIII) her, die nur mehr ein Wasserstoff am 
Stickstoff trigt. Dies erscheint auch im Hinblick auf die von 
Haber und Willstatter**) aufgestellte Radikalkettentheorie von 
einiger Wichtigkeit. Denn lieBe sich die Methylamino-isobuttersiure 
dehydrierend abbauen, so miiBte die Reaktion iiber ein Radikal 
verlaufen, das dann weiter reagieren wiirde. Es zeigte sich aber 
interessanterweise, daB diese Substanz eine Mittelstellung zwischen 
der Aminoisobuttersiure und der Dialkylamino-isobuttersiure ein- 
nimmt, indem sie namlich im Versuch mit Tierkohle und Sauer- 
stoff verhiltnismiBig langsam abgebaut und in Versuchen mit 
Glucose nach Akabori und Chinon nicht verindert wird. Damit 
scheint einwandfrei bewiesen, daB zum dehydrierenden Abbau der 
Aminosiuren paariger Wasserstoff vorhanden sein mu8, entweder 





1%) Liebigs Ann. 447, 198 (1926). **) Vgl. Ber. chem. Ges. 44, 3145 (1911). 
1%) Ber. chem. Ges. 61, 942 (1928). %°) Biochem. Z. 188, 197 (1927). 
%!) Ber. chem. Ges. 60, 930 (1927). #2) Liebigs Ann. 123, 363 (1862). 
#3) Biochem. Z. 288, 280 (1933). *4) Fermentforschg. 13 (3), 433 (1932). 
%5) Ber. chem. Ges. 64, 2852 (1931). 
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am Kohlenstoff und Stickstoff oder am Stickstoff allein (N-Dimethy]- 
glykokoll ist durch Dehydrierungsmittel nicht angreifbar). Bei der 
Autoxydation der Dialkylaminosiuren findet ein anderer Oxy- 
dationsverlauf. statt. 

Ein groBer Unterschied herrscht bis jetzt noch zwischen 
biochemisch-physiologischen Umsetzungen einerseits und den 
Modellieaktionen andererseits. Dort eine oxydative Desamidierung 
bis zur Ketosaurestufe, hier ein Zerfall gleich bis zum Aldehyd 
und zur Kohlensaéure. Eine Briicke schligt diesbeziiglich die 
Untersuchung Barrenscheens”®), der bei der katalytischen Oxy- 
dation von Glykokoll mit Adrenalin nach Kisch*™) Glyoxylsiure 
als Zwischenprodukt fassen kann. Jedenfalls miissen die Modell- 
reaktionen in dieser Hinsicht ausgebaut werden. 


Beschreibung der Versuche. 

Dehydrierungsversuche nach Akabori mit Glucose. In jeweils 
25 cem Glycerin, das mit 0,5 g Glucose versetzt war, wurden einmal als 
Probe Leucin, dann 0,2 g Dimethylamino-isobuttersiure, 0,2 g Diithylalanin 
und Dimethylaminoessigsiure auf 130° erhitzt und stindig mit einem Wasser- 
stoffstrom durchspiilt. In einer nachgeschalteten Barytvorlage schied sich im 
ersten Fall reichlich Carbonat ab, bei den Versuchen mit den Dialkylamino- 
siuren aber blieb auch nach 2stiindiger Versuchsdauer die Barytlauge villig un- 
getriibt. Ein weiterer Versuch mit N-Methylalanin zeigte durch die positive De- 
carboxylierungsreaktion die Angreif barkeit dieser Substanz durch Glucose an. 

Synthese der N-Methylamino-isobuttersdure.*’) Je 5 g a-Bromiso- 
buttersiure wurden mit 6 ccm fliissigem Methylamin 6 Stunden im Bomben- 
rohr auf 100° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde mit einem Uberschu8 
von Barytlauge gekocht, um das iiberschiissige Amin zu vertreiben. Hierauf 
wurde das Ba genau mit Schwefelsiure gefillt und im Filtrat der Krom- 
wasserstoff durch frischgefilltes Silberoxyd entfernt. Das in Liésung ge- 
gangene Silber wurde in der Siedehitze mit Schwefelwasserstoff gefillt und 
als Schwefelsilber abfiltriert. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand aus Alkohol umkrystallisiert. 

3,109 mg Subst.: 5,86 mg CO,, 2,56 mg H,O. — 3,392 mg Subst.: 
0,35 cem N (23°, 747 mm). 

C,H,,0,N (117) Ber. C 51,28 H 9,4 N 11,97 
Gel, 51,41 3=,,, 0,81 © -s MA. 

Oxydations- und Dehydrierungsversuche mit a-Methylamino- 
isobuttersaure a) 10 mg Aminosiure wurden mit 50 mg Tierkohle in Phos- 
phatpufferlésung (6 ccm) in der Barcroft-Warburgapparatur bei 40° ge- 
schiittelt. Es fand nur eine ganz langsame Sauerstoffaufnahme statt. b) 0,15 g 
Aminosiure wurden in 25 ccm Wasser mit 0,2 g Chinon auf 90—95° er- 
hitzt. In einer angeschlossenen Barytvorlage bildete sich nach 30 Minuten 
kein Carbonat. c) 0,15 g Aminosiure wurden in 25 ccm Glycerin mit 0,5 g 
Glucose auf 120—130° erwirmt. Selbst nach 1 Stunde war keine Kohlen- 
siureentwicklung nachzuweisen. 


%) Diese Z. 220, 57 (1933). *”) Vgl. C. 1908, I, 970. 








Vi 


FR ce 


a ae ee > ee oe — 2 =) 











71 


Beitrag zur Kenntnis der Metallkomplexsalze 
des Haimatoporphyrins. 


Von 


Fritz Bandow. 
(Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus der medizinischen und Nervenklinik der Universitit Wurzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1933.) 








Metallkomplexsalze der Porphyrine wurden schon mehrfach untersucht. 
Im folgenden sollen kurz einige Beobachtungen mitgeteilt werden, die im 
Rahmen einer gréBeren, gemeinsam mit Herrn Professor Bohnenkamp 
unternommenen Untersuchungsreihe gewonnen wurden. Dabei sind die 
noch unver6ffentlichten Erfahrungen mitberiicksichtigt, die Herr Thiele bei 
seinen quantitativen Absorptionsmessungen an Porphyrinen und deren 
Komplexverbindungen in unserem Laboratorium machte. 


Es wurde Himatoporphyrin im Verhiltnis 1:20000 in Ameisen- 
siure, Propionsiure und n-Buttersiure (50°/,ige Siuren) gelést. 
Je eine Probe wurde mit Zn-, Pb- und Cu-Acetat beschickt (im 
ungefabren Verhaltnis 1:100) und mit den metallfreien Lisungen 
verglichen. Nach 15 Minuten war bei Zimmertemperatur nach 
dem spektroskopischen Absorptionsbefund in Ameisensiure noch 
keine Bildung der Metallkomplexverbindung eingetreten, desgleichen 
nicht bei Pb in Propion- und Buttersiure'), wohl aber mit Zn 
und Cu in diesen beiden Siuren. Dieses Verhiltnis anderte sich 
im Laufe von 2 Tagen nicht. Alle Lésungen auBer Cu-Ameisen- 
siure blieben klar. Erhitzen im Wasserbade, mehrere Minuten 
auf 90°, gab im allgemeinen keine Anderungen, die iiber das 
normale Temperaturverhalten hinausgingen.”) Anders bei Cu in 
Ameisensaure: Hier trat die Komplexverbindung in der Hitze neu auf. 
Sie blieb auch nach Abkiihlung bestehen und fiel schlieBlich fast voll- 
stindig aus. (Die Absorption war in diesem Fall langwelliger.) 

Bei den Zn-Verbindungen ist die langwellige Bande (mit a 
bezeichnet) etwa ebenso stark wie die kurzwellige Bande (§); das 
Gebiet zwischen beiden zeigt betrichtliche Absorption. 

Bei den Cu-Verbindungen ist die «-Bande erheblich stirker 
als die B-Bande; die Absorption im Zwischengebiet ist schwach. 

Die qualitative Beobachtung der Fluorescenz der nicht er- 
hitzten Lésungen zeigte bei Ameisensiure keine Wirkung des 





1) Die Lésungen mit Pb-Salzen zeigten eine miBige Abschwiichung 


des sauren Charakters des Spektrums. 
*) Uber die interessanten Spektralerscheinungen an Liésungen von 


Porphyrinen in verschiedenen Séiuren und bei verschiedenen Temperaturen 
liegt eine abgeschlossene Untersuchung von Fraulein Stenger vor und wird 
in einiger Zeit erscheinen. 
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Metallsalzzusatzes, auBer einer miBigen Schwachung: bei Cy 
bung!). In Propion- und Buttersiiure gab Pb keine merkliche 
derung, entsprechend dem unveriinderten Absorptionsspektrum 
der Lésung. Durch Cu war die Fluorescenz praktisch vollstandig 
verschwunden, mit Zn nach kurzwellig verschoben (gelblicher!) il 
noch sehr kraftig. Dieser Befund steht in Kinklang mit den Ergeb- 
nissen von Dhéré und seinen Mitarbeitern. Es sei hierbei darauf 
hingewiesen, daB auch bei verschiedenen Chlorophyllderivaten die 
Cu-Verbindungen nicht, die Zn-Komplexe stark fluorescieren. 

In Essigsiure gehen dieselben Reaktionen vor sich wie in 
Propionsiure. Hier wurde auch Atioporphyrin untersucht, das 
wir Herrn Geheimrat Hans Fischer verdanken. Die Zn-Ver- 
bindung des Atioporphyrins in Essigsiure zeigt eine gegen £ stirkere 
o-Absorptionsbande; desgleichen wieder Cu. 

SchlieBlich sei noch erwahnt, daB die Metallkomplexverbin- 
dungen mit Zn, Cu und auch mit Pb ebenfalls in ammoniakalischer 


Lésung entstehen, und zwar mit Zn und Cu wieder schon ohne 
Erhitzung. 
































Himatoporphyrin. 
Ameisensiure | Essigsiure | Propionsiure Buttersiure 
Pb-Acetat keine Reaktion, auch nicht in der Hitze 
keine Reaktion, Reaktion 
Zn-Acetat auch nicht schon bei Zimmertemperatur 
in der Hitze a=; starke Zwischenabsorption 
Reaktion Reaktion 
Cu-Acetat | in der Hitze schon bei Zimmertemperatur 
@ stirker als 8; schwache Zwischenabsorption 


Die spektrale Lage der Absorptionsbanden scheint in gewissem 
Mae von den Herstellungsbedingungen abhingig zu sein, was 
noch nicht naher untersucht ist. Die Streifenmitte liegt in nicht 
erhitzter Propionsaurelésung fiir Zn bei 574 (a) und bei 5387 up (9), 
fir Cu bei 561 wp und 526 up; in allen bisher verwandten Lésungs- 
mitteln liegt die Absorption der Cu-Verbindung bei kirzeren 
Wellenlingen als die der Zn-Verbindung — auch mit Atiopor- 
phyrin in Essigsiure. 

Zu den Ergebnissen ist folgendes zu bemerken: 

Die Pb-Verbindung ist nach R. Hill gegen Sauren sehr empfind- 
lich, Dadurch ist es verstindlich, da8 sie in den oben besprochenen 
Lésungsmitteln nicht in merklichem MaBe entsteht. 

Durch die Metalleinlagerung werden mehrere Bezirke bzw. 
Bindungsgruppen des Porphyrinmolekiils in verschiedener Weise 
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beeinfluBt. Stets bleibt die starke Absorption. bei etwa 400 yu 
erhalten, obgleich auch hier deutliche Verschiedenheiten fest- 
gustellen sind. Dagegen ist die Absorption im sichtbaren Spektral- 
bereich durch das Metall erheblich veriindert, wobei wir nach Hill 
folgende untereinander niher verwandte Gruppen unterscheiden 
kénnen: Wenn wir. an dieser Stelle von K und Na abselen, so 
haben wir zunichst eine Gruppe, wo die «- und f-Bande, die 
beide im Griin liegen, etwa gleich stark sind (Mg, Zn, Al, Co,,,, 
Sn), und eine weitere, wo @ stirker als # ist (Ag, Fe, Co,,, Ni, 
Cu). Zu diesen beiden nach dem Gesamtbild der Absorption eng 
gusammengehérigen Gruppen’) tritt eine weitere, stirker ab- 
weichende: z. B. Fe,, ergibt ein Absorptionsspektrum mit einer 
Rotbande. — Betrachten wir nun die Einteilung der Metall- 
verbindungen nach dem Fluorescenzverhalten: Nach Dhéré zeigen 
keine Fluorescenz im. gelbroten Spektralbereich Fe, Cu und Co, 
dagegen kraftige Fluorescenz in diesem Gebiet Zn, Sn, Pb, Cd. 
Cu und Co verhalten sich also in dieser Hinsicht ganz anders als 
Zn und Sn, obgleich alle diese Metalle auf die Absorption nur 
in geringem MaBe verschieden wirken.”) Zu einem eingehenderen 
Vergleich miissen diese Ergebnisse noch erweitert werden, aber 
schon die bisherige Kenntnis reicht zur Begriindung unserer am 
Anfang dieses Abschnittes aufgestellten Behauptung aus, dai 
nimlich mehrere Bindungsgruppen bei der Metallanlagerung er- 
faBt und in verschiedenem Sinne beeinfluBt werden. AuBerdem 
darf trotz der Méglichkeit der Zusammenfassung nicht iibersehen 
werden, daB sich noch besondere optische Feinheiten finden, die 
fir einzelne Metallverbindungen kennzeichnend sind. 


Zusammenfassung. 
Es wird die Bildung von Metallkomplexverbindungen des 
Hamatoporphyrins in den niederen Fettsiuren spektroskopisch 
untersucht. Einige allgemeinere Zusammenhinge werden besprochen. 


Literatur: 

R. Hill, Biochemic. J. 19, 341 (1925), Gruppeneinteilung. 

K. Frese, Diss. Wiirzburg 1932; Priparationen, Literaturangaben. 

Ch. Dhéré, Abderhaldens Hdb. d. Biol. Arbeitsmeth. II, 3, 3243 (1933); 
Ch. Dhéré, A. Schneider, Th. van der Bom, C.r. Acad. Sci. 179, 1356 
(1924), Fluorescenz der metallischen Porphyrinverbindungen. 

K. Noack u. W. KieBling, Diese Z. 182, 23 (1929), Fluorescenz der 
metallischen Chlorophyliderivate (vgl. auch Dhéré, 8. 3259). 


1) Vgl. hierzu auch unser oben erwahntes Ergebnis mit Atioporphyrin. 
%) Auch Pb ist hier zu beachten. Herr Frese erhielt damit von 
friiheren Angaben abweichende . Ergebnisse. 
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Die chemische Zusammensetzung des ,,Hamatoprosthetins“ 
von Herzog. 


Von 
Felix Haurowitz. 





(Aus dem Medizin.-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1933.) 








Vor kurzem hat Herzog’) aus Chlorhimin durch Auflésen 
in Methylalkohol-Ammoniak und Zufiigen von Eisessig schéne 
Krystalle erhalten, die, mit Methylalkohol—Eisessig—Kochsalz be- 
handelt, wieder in Chlorhimin tibergehen. Die Krystalle enthalten 
65,55°/, C, sind also weder mit Oxyhimin noch auch mit De(HC))- 
hamin oder dem isomeren Oxyhiminanhydrid identisch (vgl. Ta- 
belle). Da nun Herzog seine Krystalle auch direkt aus Hamo- 
globin erhalt, schlieBt er, 1. daB die neue Substanz die wahre 
prosthetische Gruppe des Himoglobins ,,Hamatoprosthetin“ sei, 
2. daB sie nur 33 C-Atome habe und 38. daB sie beim Ubergang 
in Chlorhimin 1 C-Atom, offenbar als Methylgruppe, aufnehme. 
Denn Analysen des Chlorhimins ergeben scharf 34 C-Atome. 


Die Befunde Herzogs werden von Fischer und Zeile*) verworfen, da 
sie nach Herzogs Vorschrift Priparate mit geringerem N-Gehalt erhielten 
und da ihre Priparate auch ohne Anwendung von Methylalkohol in Chlorhamin 
ubergefiihrt werden konnten. — Fischer und Zeile haben ferner gezeigt, 
daB bei dem von Herzog angegebenen Verfahren primar ein Ammoniumsalz 
des Himatins entsteht, das beim Trocknen allmahlich Ammoniak abgibt. 
Die Analysenresultate von Herzog sind jedoch dadurch nicht erklart, denn 
Herzogs Krystalle enthalten auf 1 Fe-Atom nur 4 N-Atome, offenbar die 
4 Pyrrol-N-Atome des Porphinrings, kein Ammonium-N. — Im _ iibrigen 
haben auch Fischer und Zeile nach einer geringen Modifikation des 
Herzogschen Verfahrens Krystalle mit 65,56°/, C erhalten. 


In eigenen Versuchen habe ich aus Cl-Haimin nach der von 
Herzog angegebenen Vorschrift ,,Himatoprosthetin* in schénen 
Krystallen von der geforderten Zusammensetzung erhalten (vgl. 
Tabelle). 


5,090 (4,905) mg Subst.: 12,130 (11,720) mg CO,, 2,240 (2,180) mg H,O 
(Schéller). — 2,154 mg Subst.: 0,1735 cem N (18°, 738 mm). — 41,2 mg 
Subst.: 2,73 ccm n/10-Schwefelsiure (nach Kjeldahl). — 54,8 (53,4) mg 
Subst.: 7,2 (7,2) mg Fe,O,. 

Die Versuche Herzogs sind also reproduzierbar, seine Deutung 
jedoch unzutreffend. Dies geht aus den Versuchen von Fischer 
und Zeile klar hervor, ferner aus der Beobachtung, daB Chlor- 
haimin keine leicht abspaltbare Methylgruppe enthilt. 
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Substanz und Untersucher ! C H | N | Fe 
Priparat von Herzog ......-++--:. | 65,50 | 5,13 | 9,57 | 9,23 
Priparat von Fischer-Zeile. .......-. | 63,56 | 5,33 | 9.04 | 9,20 
Priparat von Hamsik .........-.. 65,29 | 5.11 _ 9,11 
Priparat von Haurowitz (dargest. n. Herzog). || 64,1 | 4,95 | 9,2 9,3 
Qxyhimin berechnet............ 64,45] 5,35 | 8,85 | 8,81 
Oxyhiimin-Anhydrid berechnet....... 66,33 | 5,07 | 9.11 | 9,07 
Oxyhimin-Halbanhydrid berechnet ... . . || 65,38 | 5,16 | 8,98 | 8,94 


18,4 mg Chlorhimin gaben beim Kochen mit HJ (s = 1,96) nach 
Pregls*) Vorschrift kein Jodmethyl. Beim Erhitzen mit Ammoniumjodid 
auf 350° unter den Bedingungen der N-Methylbestimmung, gab Chlorhimin 
etva 0,6 Aquivalent, Himatoprosthetin etwa 1,3 Aquivalent Jodmethy]l, offenbar 
infolge der bekannten thermischen Zersetzung der Vinylgruppen (Schumm].*‘) 

Welche Formel kommt nun den schénen Krystallen mit etwa 
65,5°9/, C zu, die in Ubereinstimmung mit Herzog von mir und 
nach einem leicht modifizierten Verfahren auch von Fischer und 
Zeile erhalten wurden? Fischer und Zeile haben dariiber keine 
Angabe gemacht. Die Bildung der Krystalle aus Chlorhamin, ihre 
leichte Uberfiihrbarkeit in Chlorhimin und ihre elementare Zu- 
sammensetzung lassen sich zwanglos durch die Annahme erklaren, 
daB ihr Mindergehalt an Kohlenstoff nicht durch Ab- 
spaltung von Kohlenstoff aus Chlurhimin, sondern durch 
Kinlagerung von Wasser in das Molekiil zustandekommt. Offen- 
bar entsteht aus Chlorhimin durch Auflésen in Methylalkohol— 
Ammoniak primar Oxyhimin bzw. — nach Fischer und Zeile 
— dessen Ammoniumsalz, sekundir durch Wasserabgabe ein An- 
hydrid. Die Zusammensetzung des Haimatoprosthetins entspricht 
annihernd einem Gemisch faquimolekularer Mengen Oxyhimin 
und Oxyhiminanhydrid. Hamsik) hat vor 6 Jahren ebenfalls 
krystallisierte Gemische Aquimolekularer Mengen dieser beiden 
Stoffe erhalten und daraus wohl mit Recht geschlosssen®), daB ein 
Halbanhydrid des Oxyhaimins vorliegt, dem die Formel 
C,sH,,N,O,Fe, zukommt. Mit diesem ist Himatoprosthetin offenbar 
identisch. Die neue Bezeichnung ,,Himatoprosthetin“ ist daher 
iiberfliissig und die weitgehenden Schliisse Herzogs hinfallig. 


Literatur. 


1. Herzog, Biochem Z. 264, 412 (1933). — 2. Diese Z. 222, 151 (1933). 
— 8. Organische Mikroanalyse 1923, 8.178. — 4. Diese Z. 181, 141 und 
185, 81 (1929). — 5. Ebenda 169, 64 (1927). — 6. Public. de la faculté med. 


Brno (Briinn) V, 9 (1927). 








16 


Krystallisierte Hexaose aus Starke. 
(3. Mitteilung tiber enzymatische Amylolyse in der von M. Samec 


und E. Waldschmidt-Leitz begonnenen Untersuchungsreihe) 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Max Reichel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Dezember 1933.) 





- M.Samec?) hat in der Starke zwei strukturell verschiedene 
Bestandteile, Amylo-amylose und Erythro-amylose, jodbliuende und 
jodrétende Komponente, nebeneinander unterschieden. Die An- 
nahme des Vorliegens struktureller Unterschiede zwischen ihnen 
erhielt durch ihr Verhalten bei enzymatischem Angriff eine wesent- 
liche Stiitze. Wahrend die Verzuckerung der Amylo-amylose, wie 
wir berichtet haben®), durch @- wie durch #-Amylasen leicht und 
vollstindig verliuft, verblieb beim pankreatischen Abbau der 
Erythro-amylose, also durch a-Amylase, ein durch Pankreasamy- 
lase anscheinend nicht weiter spaltbarer Restkérper; hier beob- 
achtete man bei 65—70°/, iger Verzuckerung einen Stillstand der 
Hydrolyse. 

Es ist nun gelungen, aus den Produkten der pankreatischen 
Aufspaltung von Erythro-amylose durch Fraktionierung mit Alkohol 
und mit Aceton neben héhermolekularem Dextrin und Maltose 
einen in schénen, tafeligen Aggregaten krystallisierenden einheit- 
lichen Kérper zu isolieren; seine Ausbeute schwankt zwischen 7 
und 11°/, der Erythrosubstanz, je nach der GréBe des Versuchs- 
ansatzes. Dieser krystallisierte Kérper. ist nach Eigenschaften 
und Verhalten eine Hexaose. Dem entspricht die Bestimmung 
des Molekulargewichts in wiBriger Lisung und des Reduktions- 
vermégens, sowie dessen Zunahme nach der Hydrolyse mit Siure. 
Bemerkenswerterweise wird die Hexaose nicht durch Maltase, 





1) M. Samec u. A. Mayer, C.r. Acad. Sci. 178, 821 (1921); Kolloid- 
chem. Beih. 16, 89 (1922). 
*) M. Samec u. E. Waldschmidt- Leitz, Diese Z. 203, 16 (1931). 
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wohl aber durch Amylase gespalten. “Die Einwirkung von 
Pankreasamylase beispielsweise fiihrt zur Aufspaltung von 2 gluco- 
sidischen Bindungen, zur Bildung von 3 Molekiilen Maltose; eine 
darauffolgende Spaltung mit Maltase lést demzufolge 3 Glucosid- 
bindungen, unter Bildung von 6 Molekiilen Glucose. Die in dem 
Gemische mit Dextrin und Maltose zu beobachtende Resistenz 
der Hexaose gegeniiber pankreatischem Enzym ist also nur eine 
scheinbare und durch anderweitige Affinitétsbeanspruchung der 
Amylase zu erkliren; die Hexaose wird auch langsamer durch 
Pankreasamylase zerlegt als Erythro-amylose selbst. Die Amylo- 
hexaose ist gekennzeichnet durch eine spezifische Drehung ent- 
sprechend [e],, =-+ 183°, sie schmilzt unter Zersetzung zwischen 
258 und 263°; mit Jod gibt sie keine Fiarbung. 

Amylo-hexaose von den gleichen Eigenschaften und in 
ihnlicher Ausbeute erhalt man durch pankreatischen Abbau der 
jodrétenden Starke aus Klebreis, oryza glutinosa; denn die 
Verzuckerung auch dieser natiirlich vorkommenden Starkeart durch 
v-Amylase zeigt wie die der Erythrokomponente aus Kartoffel- 
stirke einen Stillstand bei etwa 70°/,.!) Diese Ubereinstimmung 
halten wir fir ein gewichtiges Argument gegeniiber der Auffassung, 
es seien die Erythrokérper aus Kartoffelstarke unnatiirliche, nur 
durch sekundire Umlagerung bei der Bereitung gebildete Sub- 
stanzen. 

Amylo-hexaose wird durch e- wie durch S-Amylase 
zerlegt. Die jeweils gebildete Maltose zeigt wie bei der Starke 
selbst?) einen verschiedenen Sinn der Mutarotation. Auch 
aus der Hexaose wird die Maltose durch a-Amylase primar als 
c-Maltose, durch 8-Amylase als #-Maltose freigelegt. Man hatte 
daraus im Sinne von R, Kuhn ebenso wie in der Starke schon 
in der Hexaose die Koexistenz von a«- und #-Bindungen zu 
folgern. Wir hoffen, daB die nihere Verfolgung der Erscheinung 
an diesem einfachen und einheitlichen Substrate, die wir in An- 
eriff nehmen, eine endgiiltige Aufklirung ihrer Ursache er- 
lauben wird. 

_ Aus der Tatsache, daB Amylohexaose sowohl durch a@- wie 
durch #-Amylase gespalten wird, folgt, daB die Unterscheidung 
dieser beiden Amylasetypen nach E. Ohlsson*), namlich ihre 
Bezeichnung als ,,Dextrinogen*- bzw. ,Saccharogenamylasen“, nicht 





1) Nach demniichst zu veréffentlichenden Versuchen mit G. Butschek. 


%) R. Kuhn, Liebigs Ann. 443, 1 (1925). 
8) C. r. Soc. Biol. Paris 87, 1188 (1922); Diese Z. 189, 17 (1930). 
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das Wesentliche trifft; denn hier sind beide ,,Saccharogenamylasen<. 
Man hat sie vielmehr als @- und #-Amylasen zu unterscheiden, 


An Hand der niedrigmolekularen, einheitlichen Hexaose als Sub.| 


strat wird man auch die Frage priifen kénnen, ob wirklich nebep 
der verzuckernden eine besondere dextrinbildende Amylase existiert, 

Die Auffindung einer Hexaose unter den Produkten des 
partiellen enzymatischen Stairkeabbaus bildet ein Gegenstiick zy 
der Isolierung der einheitlichen Polyosen aus Cellulose in dep 
Untersuchungen von R. Willstatter und L.Zechmeister.!) Sie 


erscheint als ein gewichtiger Beweis fiir die Kettenstruktur' 


der Starke. Die nahere Strukturaufklirung der Amylohexaose, 
die wir in Angriff nehmen, sollte zur Aufklarung auch der Fein- 
struktur der Starkebestandteile beitragen. 


Versuche. 


1. Darstellung der Hexaose. 12,25 g Erythro-amylose, in| 


517 ccm Wasser gelést, unterwarf man nach Zusatz von 90 ccm 
0,2 n-NaCl+ 1,0 ccm 0.1n-NaOH (zu p,, = 6,8) wahrend 2'/, Stunden 
bei 37° der Kinwirkung von 2.0 ccm wiBrigem Auszug aus frischer 
Pankreasdriise (enth. 7,50 Am.-E.); die Verzuckerung betrug 
dann 68,6°/, (7,00 ccm des Ansatzes: 5,60 ccm 0,1 n-Jod). Die 
Enzymwirkung wurde durch '/, stiindiges Erhitzen der Lisung 
auf 80° unterbrochen; das Reduktionsvermégen des Reaktions- 
gemisches erfuhbr hierdurch keine Verinuderung. Die von aus- 


getlockten Driisenbestandteilen durch Filtrieren befreite Lisung | 
dampfte man im Vakuum (bei 40°) zur Trockne ein und fillte | 


den in 50 ccm heiBem Wasser aufgenommenen Trockenriickstand 
durch Zugabe von 95 ccm heiBem 96°/,igem Alkohol. Der ab- 


geschiedene Niederschlag, Dextrin enthaltend, wurde nach dem | 


Stehen im Eisschrank tiber Nacht in der Zentrifuge abgetrennt 
und durch Umfallen mit Alkohol aus waBriger Lésung, wie oben, 


gereinigt und im Exsiccator getrocknet (Ausbeute entspr. 28°/, 
der Erythro-amylose; 140 mg: 0,70 ccm 0,1 n-Jod, nach Hydro- | 


lyse mit Saure: 16,4 ccm). 


Die die Hexaose neben Maltose enthaltende Mutterlauge der | 


Alkoholfallung dampfte man wiederum im Vakuum (bei 40°) zur 


Trockne ein und liste den Trockenriickstand in 100 ccm Wasser. | 
Die filtrierte Lésung fallte man in Anteilen von 25 ccm mit | 





') R. Willstétter, L. Zechmeister u. G. Toth, Ber. chem. Ges. 62, | 
722 (1929); 64, 854 (1931). 
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50 com Aceton und sammelte das abgeschiedene zihflissige Ol 
durch Abzentrifugieren; es wurde in den Zentrifugenglasern 5 mal 
mit Ather gewaschen, wobei es krystallinisch erstarrte. Zur Reini- 
g wurde die Substanz nochmals mit Aceton umgefallt, mit 
fine gewaschen und iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Er- 
halten 1,20 g Hexaose, entsprechend 9,8°/,. 
Die Acetonmutterlauge enthielt fast reine Maltose. 


2. Eigenschaften der Hexaose. Reduktionsvermégen. 23,6 mg 
Substanz, in 5,0 ccm H,O gelést, verbrauchten 2,37 ccm 0,02 n-Jod nach 
Willstatter-Schudel; ber. C,,H,,0,,: 2,38 cem. 

5,0 ccm Lésung (enth. 23,6 mg) wurden nach Zusatz von 3,25 ccm 
konzentrierter HCl + 11,75cem H,O 12 Stunden auf dem Wasserbade hydroly- 
siert; der Jodverbrauch entsprach dann 13,90 ccm 0 02 n statt ber. 14,28 ccm. 

Spezifische Drehung. a) 28,8 mg Substanz im 1 dm-Rohr: + 5,27°; 
(a}p =+ 183 °. 

b) 28,8 mg Substanz im 2 dm-Rohr: + 10,53°; [a]p = + 182.5% 

Molekulargewicht. Bestimmung ausgefiihrt') nach dem ebullio- 
skopischen Verfahren von A. Rieche’): 


a) 29,464 mg Substanz in 4ccm H,O: dt = 0,004°; Mol.-Gew. 958 
b) 88,977 ,, » 4 5 H,O: Jt = 0,005°; a 
Fiir Cy.H 6.05; Ber. 990. 


3. Enzymatische Spaltbarkeit. Einwirkung von Pankreas- 
amylase. Ansatz: 5,0 com Hexaose (= 23,6 mg) + 10,0 cem 0,2 mol. Phos- 
phatpuffer von py = 6,8 + 1,0 ccm 0,2 n-NaCl + 1.0 com Enzym (Glycerin- 
auszug aus Trockenpankreas (1:10), mit Wasser entspr 1: 250 verdiinnt), 
enth. 0,065 Am.-E.; Gesamtvolumen 50 ccm, 37°. Zunahme des Reduktions- 
vermégens nach a) 30, b) 60, c) 120 Minuten gemessen entspr. a) 4,33, 
b) 4,48, c) 4,53 ccm 0,02 n-Jod; fiir die Lésung von 2 Bindungen ber. 
4,74 ccm. 

Einwirkung von Maltase. Maltaselésung durch fraktionierte Auto- 
lyse frischer Bierhefe mit Essigester bereitet und durch Adsorption mit 
Tonerde C, und Elution mit Alkaliphosphat gereinigt. 

Ansatz: 5,0 cem Hexaose (= 23,6mg) + 10,0ccm 0,2 mol. Phosphat- 
puffer von py = 6,8 + 2,0 com Enzym (enth. 0,0022 M.-[e,}); Gesamtvolumen 
50 cem, 37°. Nach 60 und 120 Minuten war keine Zunahme des Reduktions- 
vermégens zu beobachten. 

Einwirkung von Maltase nach Amylase. Ansatz fiir die Ein- 
wirkung der Pankreasamylase, wie oben beschrieben; Verzuckerung nach 
120 Minuten gemessen entspr. 4,50ccm 0,02 n-Jod. Die Amylase wirkung unter- 
brach man nunmebr durch '/, stiindiges Erhitzen auf 80° und fiigte zu dem auf 
87° abgekiihlten Ansatz (von unverindertem Reduktionsvermégen) 2,0 ccm 
Maltaselésung hinzu. In der bei 37° belassenen Liésung nahm das Reduk- 





1) Herrn Dr. R. Meister vom Chemischen Universititslaboratorium in 
Erlangen sind wir fir die Ausfihrung der Bestimmungen zu gré8tem Danke 


verpfiichtet. 
*) Ber. chem. Ges. 59, 2181 (1926). 
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tionsvermégen nach a) 120 und b) 240 Minuten entspr. 6,80, bzw. 6,85 cem 
0,02 n-Jod zu; fiir die Lésung von 3 Bindungen ber. 7,01 ccm. 

_ Einwirkung von a- und 6-Amylase; Mutarotation. Ansatz far 
die Einwirkung von a-Amylase: 10,0 cem Hexaose (= 0,288 g) + 10,0 ccm 
0,1 mol. Citratpuffer von px = 5,1 + 10,0 ccm gereinigte a«-Amylase aus 
Malz') (= 0,022 Einheiten) + 70 ccm H,O; 37°; zur Bestimmung angewandt 
20,0 ccm. 

Ansatz fiir die Einwirkung von f- Amylase: 10,0 cem Hexaose (= 0,288 g) 
+ 10,0 ccm 0,1 mol. Citratpuffer von py = 5,1 + 2,0 cem @-Amylase aus 
Gerste (= 0,027 Einheiten) + 78 com H,O, 37°; zur Bestimmung angewandt 
20,0 ccm. 

Die Angaben bedeuten beobachtete Drehung mit und ohne Zusatz 
von 0,3 g K,COQ,. 








a-Amylase 6-Amylase 





Zeit ohne | mit K,CO, | Differenz} ohne mit K,CO, | Differenz 


























10 | +1,08°| +1,02° | —0,06° | +1,06° | +1,07° | +0,01° 
20 | +1,05°| +0,95° | —0,10° | +1,05° | +1,09° | +0,04° 
40 | +1,04°| +0,98° | —0,06° | +1,02° | +1,12° | +0,10° 
60 | +1,03°| +1,03° | +0 +1,01° | 41,069 | +0,05° 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft ergebenst 
fir die zur Verfiigung gestellten Mittel sowie der Osterreichisch- 
Deutschen Wissenschaftshilfe fiir das dem einen von uns (M. RB.) 
gewihrte Stipendium. 





1) Abtrennung von f-Amylase durchgefiihrt nach E. Waldschmidt- 
Leitz, M. Reichel u. A. Purr, Naturw. 20, 254 (1932). 


Berichtigung 
zur Arbeit Th. Wagner-Jauregg: Uber die optische Aktivitit 
des Phytols. Diese Z., Bd. 222, S. 21. 


Auf §S. 22 Mitte soll es 
statt [a]p = + 0,12° und [a]p = +0,08° heiBen ap = +0,12° und ap = + 0,08". 








